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Chapitre 1
Introduction

1. Généralités sur la glycosylation

La glycosylation est la modification co- et posteuctionnelle la plus abondante dans
le régne vivant. Elle produit un important répedode glucides (ou hydrates de carbone),
généralement liés de maniére covalente a des pestéiu a des lipides, regroupés alors sous
le terme de glycoconjugués. lls forment une épameche, qui tapisse les membranes
externes des cellules, désignée sous le termecaeaiice ». Elle a pour role de protéger la

cellule des agressions chimiques et/ou mécanidtigsre 1.1).

Milieu extracellulaire

Glucides Mucines
Fibres matricielles

\\Glycoprotéine DA

L

Cholestérol
Cytosquelette .
rotéine

membranaires

Figure 1.1. Schéma d'une membrane cellulaire présentant différges structures
glycaniques (glycoprotéines et glycolipides).
D’aprés Copyright© 2002 Pearson Education, Indalipbing as Benjamin Cummings



Introduction

Les glucides, aussi appelés glycanes, participeet @ombreux processus biologiques
indispensables a la vie de la cellule tels quenksibn et le trafic cellulaire, la discrimination
du soi et du non-soi, l'activation de récepteuss, tlansduction du signal ou encore
I'endocytose (Ohtsubo and Marth 2006).

Deux grandes familles de glycoprotéines ont éténidsf selon la nature de la liaison
covalente établie entre le glycane et la partidigiejue : lesN- et lesO-glycoprotéines. Ces
deux types de glycosylation peuvent se retrouveukanément sur une méme protéine. La
C-mannosylation, découverte il y a une quinzainenckes, complete maintenant les
exemples de glycosylation rencontrés dans la eelllil est estimé qu’environ 70% des
protéines humaines sont glycosylées (Apwaesteal. 1999).

1.1. La N-glycosylation

1.1.1. Structure et diversité desN-glycanes chez les mammiféres

La N-glycosylation est une modification co- et posttretionnelle qui débute dans le
réticulum endoplasmique (RE) et qui se poursuitsdéappareil de Golgi. Elle consiste en
I'établissement d’'un lien amine sur une asparadinaee protéine appartenant a la séquence
consensus N-X-S/T ou X peut étre n'importe quebdacaminé excepté une proline. Ces
séquences, appelées aussi séquons, sont souvérdeegomme des sites potentiels\de
glycosylation méme si toutes les asparagines appart a des séquons ne sont pas
glycosylées. Led\-glycanes sont des appendices hydrophiles constitléne structure
pentasaccharidigue commune formée de deux rédearsetylglucosamine (GIcNAc) et de
trois résidus mannose (Man) : M&icNAc; appelée le noyau (Kornfeket al. 1978 ; Liet al.
1978 ; Tabas and Kornfeld 1978) (revues (Hubbandi laatt 1981 ; Kornfeld and Kornfeld
1985 ; Molinari 2007). Il est ensuite utilisé commgbstrat pour la diversification dés
glycanes dans I'appareil de Golgi.

Globalement, trois grandes catégoried\dglycanes peuvent étre identifiedsgure
1.2):

- Le type oligomannosidique correspond aux strestude type MaGIcNAC,,

additionnés de résidus mannoses.
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- Le type complexe est une structure bi-antennéas diaquelle le noyau
pentasaccharidique est substitué par des résidiAGlet galactose (Gal) et se termine par
un acide sialique (NeuAc). Un résidu fucose (Fum)tpegalement étre lié au premier résidu
GIcNAc.

- Le type hybride ou mixte posséde généralementdesctéristiques des-glycanes
de type oligomannosidique sur une branche et ceuyye complexe sur l'autre branche.

B GlcNAc

@ Man

O 6adl

<« Fuc

©® NeuAc
Asn Asn

Oligomannose Complexe Hybride

Asn

Figure 1.2. Exemples des trois types deN-glycanes chez I'homme: type
oligomannosique, type complexe et type hybride.

La plupart des\-glycanes sécrétés ou présents a la surface ¢edlglant de type complexe.
Les carrés bleus schématisent les résidus GlcN&scrdnds verts et jaunes schématisent
respectivement les résidus Man et Gal, le trianglege schématise un résidu Fuc et NeuAc
est schématisé par un losange violet. Les imagésétn réalisées sur la plateforme
GlycoWork Bench (Ceroret al.2007).

1.1.2.Biosynthése deg\-glycanes

La synthése deN-glycanes dans les cellules de mammiferes débutégsaemblage
d’'un dodécaoligosaccharide, de structuresKanyGICNAC,, sur un précurseur lipidique, le
dolicholpyrophosphate dans le réticulum endoplasmigCe cceur oligosaccharidique est
alors transféré d’un bloc du transporteur lipidicque la chaine polypeptidique naissante via
I'établissement d’un lienN-glycosidiqgue sur une asparagine appartenant a éguos.
Immédiatement aprés le couplage sur la protéinehdine oligosaccharidique est écourtée au
niveau des résidus glucose et mannose terminaux dear enzymes du réticulum

endoplasmique. La protéine est alors acheminée Kamzareil de Golgi ou elle subit de
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nouvelles modifications séquentielles par additdm glycanes notammenEigure 1.3)
(Helenius and Aebi 2001).

Plusieurs sites ddl-glycosylation sur la méme protéine peuvent étseagylés de
maniere différente. La séquence peptidique, matewula conformation de la protéine, peut
influencer les différentes étapes réticulairesodgignnes de I&l-glycosylation. La proportion
relative de ces différentes structures varie ertfon des especes, de I'état physiologique ou

pathologique de la cellule (stress, cancer...), skutou de l'individu.

I
RE 1 GOLEI
I
I s e
* o '
oesp e EEm EEm
q ) a B o ¥ e B
\ ¢ \ ‘.f
n
|
Lumiére —- ? , , ? coc[>
Cytosol
Transfert . .
T e Elongation de Ialchcune glycanique Glycosylation terminale

Figure 1.3. Voie de synthése desN-glycanes dans le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi (Helenius and Aebi 2001).

L’ajout deN-glycanes a lieu sur une asparagine appartenamgséguence consensus N-X-S/T
ou X peut étre n'importe quel acide aminé excepgproline.

Les carrés bleus schématisent les résidus GlcN&scrdnds verts et jaunes schématisent
respectivement les résidus Man et Gal, le trianglege schématise un résidu Fuc et NeuAc
est schématisé par un losange violet. Les imagésétn réalisées sur la plateforme
GlycoWork Bench (Ceroret al.2007).

1.2. La O-glycosylation

Si le role desN-glycanes est aujourd’hui relativement bien codawgomplexité de la
O-glycosylation rend son étude plus difficile. Eregf lesO-glycanes constituent une vaste
famille qui peut-étre divisée en plusieurs sousiges selon la nature du sucre lié a la
protéine :

- la O-glycosylation de type mucine (Ser/T@rea-N-acétylgalactosamine (GalNACc))

- la glycosylation de typ®-GIcNAc (Ser/ThrO-BGIcNAC)

-4 -
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- la O-fucosylation (Ser/Th-aFuc)
- la O-glucosylation (Ser/Th®-aGlc)
- laO-mannosylation (Ser/Th@-aMan)

1.2.1. Structure et biosynthese de®©-glycanes de type mucine

Les O-glycanes de type « mucine » ne sont pas préasésmbi un dérivé dolichol,
mais chaque sucre est transféré de maniere indNedet séquentielle a partir d’un
nucléotide-sucre. Elle est initiée, dans I'appadeilGolgi, par le transfert d'un résidu GalNAc
en configurationa sur I'hydroxyle de la chaine latérale d’'une sérme d’'une thréonine
(Ser/ThrO-aGalNAc). Une cascade de réactions enzymatiquesesiiges par différentes
enzymes allonge ensuite @glycane de maniere a former plusieurs structusesaur ou
noyau, pouvant eux mémes étre modifiés par siadylasulfatation ou acétylatiorFigure
1.4). Les structure®-glycaniques sont classiguement décomposées arpaidies : le noyau

(ou cceur), le squelette qui peut étre linéairerand¢hé et la périphéri&igure 1.5).
noyau 1 : Gal(B1-3)GalNAc(al-O)-Ser/Thr noyau 5 : GalNAc(al-3)GalNAc(al-O)-Ser/Thr

GlcNAc(B1-6)
noyau 2 : GalNAc(al-0)-Ser/Thr noyau 6 : GlcNAc(B1-6)GalNAc(al-O)-Ser/Thr
Gal(B1-3)

noyau 3 : GlIcNAc(B1-3)GalNAc(al- O)-Ser/Thr noyau 7 : 6GalNAc(al-6)GalNAc(al-O)-Ser/Thr

GlcNAc(B1-6)

e

GlcNAC(BL-3)

noyau 4 : GalNAc(al-0)-Ser/Thr noyau 8 : Gal(al-3)6alNAc(al- O)-Ser/Thr

Figure 1.4. Structures des noyaux identifiés a ce jour dans leshainesO-glycaniques

de type mucine.

Chez les mammiferes, sont principalement rencomgeaoyaux 1, 2, 3 et 4. Les noyaux 5 a
8 sont plus marginaux et peuvent étre localiséslssiicellules cancéreuses.
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(O périphérie
() squelette

(] noyau

Figure 1.5. Schéma de la structure d’'unO-glycane de type mucine.

1.2.2.Les mucines

Les mucines sont définies comme des glycoprotéimes, fortementO-glycosylées.

Les chaines oligosaccharidiques, de plusieurs io@staa plusieurs milliers de kDa,
représentent jusqu’a 80% du poids total de la pret@.amblinet al. 1991). L’'abondance de
cetteO-glycosylation est due a la présence de régiordetarextrémement riches en sérine et
thréonine et/ou proline, que I'on appelle commun@méNTR pour variable number of
tandem regions. L'expression des mucines, sécrétéeseliées a la membrane, est
particulierement abondante dans les cellules d@teg, spécialisées dans la production de
mucus ou elles assurent, au contact de I'enviroenenextérieur, un rble de barriere
protectrice. Elles participent également au cdatd@ I'antigénicité, du systéeme immunitaire
et peuvent étre impliquées dans les phénoménesé&bamh cellulaire. Depuis le début des
années 1990, vingt géenes appelés MUC codant pssqgigelettes protéiques des mucines ont
éete identifiés (Baldust al.2004). Méme si la majorité des mucines de mamasfpossedent
comme structures de coeur, les noyaux 1 efrigufe 1.4), I'élongation des chaines
glycaniques engendre une extréme diversité d’ekteadinéaires ou branchées, pouvant étre

sialylées.
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1.2.3. Autres types deO-glycosylation

1.2.3.1. La glycosylation de type O-GIcNAc

Découverte en 1984 par G. Hart (Torres and Haré),98 glycosylation de typ®-
GIcNAc est une modification post-traductionnellendgnique et réversible de nombreuses
protéines cytosoliques et nucléaires. Elle consestd’addition d’'un résidu unique de-
aceétylglucosamine (GIcNAc) sur une sérine ou uméathine de la chaine polypeptidique.
Cette glycosylation est régulée par un couple uwiqd’enzymes: la O-N-
acétylglucosaminyltransférase (OGT) transfere |leNBkc sur la protéine a partir d’'un
nucléotide-sucre donneur, 'UDP-GIcNAc (Haltiwvangetr al. 1990) alors que lgD-N-
aceétylglucosaminidasé€){GIcNAcase) catalyse son hydrolyse (Dong and Ha#&4) (revue
par (Ngoh and Jones 2008fidure 1.6). Ces deux types de réaction peuvent entrer en
compétition avec la réaction de phosphorylationrdémes résidus sérine ou thréonine ou sur
des résidus voisins. A ce jour, plus d’une centdim@rotéines modifiées par la glycosylation
de typeO-GIcNAc ont été identifiées, dont des kinases, jplessphatases, des facteurs de
transcription ou encore des protéines du cytostieeteais le rble de cette glycosylation reste
encore mal compris. Elle serait impliquée dans rdiverocessus cellulaires tels que la
régulation de la transcription et de la traductianprotection des protéines vis-a-vis de la
dégradation, le trafic intracellulaire, la modubatides interactions protéines-protéines et le

systeme immunitaire (Golks and Guerini 2008).

O
N cHa Ser/Thr

Glycosylated
protein

Figure 1.6. Représentation schématique de la glycosylation dgge O-GlcNAc (Golks
and Guerini 2008).

OGT

\J

A

0-GlcNAcase
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1.2.3.2. La O-fucosylation et la O-glucosylation

Certaines régions des facteurs de croissance épglex (EGF pour Epidermal
Growth Factor) forment des motifs structuraux comsde 30 a 40 acides aminés dont six
cystéines sont impliguées dans la formation des tpmints disulfure conservés. Ces motifs
peuvent étré@-glucosylés eO-fucosylés de la maniére suivante. L’addition ducgke sur un
résidu sérine appartenant a une séquence congamstive C-X-S-X-P-C est catalysée par
une O-glucosyltransférase du réticulum endoplasmiquesl@gpPoglut chez les mammiferes.
Une élongation de la chaine sur le glucose par wrdeux xyloses liés enl-3 peut
eventuellement avoir lieu dans I'appareil de Golgi.O-fucosylation débute par le transfert
d’un résidu fucose sur une sérine ou thréonindik#msur la séquence GXS/T-C, dans le
réticulum endoplasmique, par un@-fucosyltransférase 1 appelée Pofut 1 chez les
mammiféres eOFutl chez la drosophile. La chaine peut alorsé&ardue dans le Golgi pour
former un tétrasaccharide Newi:6GaP1l-4GIcNAQ31-3Fu@m1-S/T (Woperei®t al.2006).

Ces deux types de glycosylation sont particulier@mmportants dans la voie de
signalisation Notch. Présente dans la plupart dganssmes multicellulaires, cette voie de
signalisation trés conservée est fondamentale ldasemmunication cellulaire, notamment au
niveau du développement neuronal ou de la vie eogéryique. Le domaine extracellulaire
des récepteurs Notch est composé d’'unités de 1iépeEGF et est don©-glucosylé etO-
fucosylé. Cette@D-fucosylation est indispensable a sa fonction puiste perte de l'activité
O-FucT-1 conduit a des phénotypes, chez la moudabsghile et la souris, qui ressemblent a
ceux observés en absence complete de signaliddtitoh et perturbent donc fortement le

développement de I'animal (Luther and Haltiwande0®).

1.2.3.3. La O-mannosylation
Identifiée en 1968 chez la levure de boulangertgeineu and Northcote 1968),da

mannosylation consiste, quant a elle, en I'étadiieant d’une liaiso®-glycosidique entre un
résidua-mannosyle et un acide aminé Ser ou Thr de la ehaéptidique. Catalysée dans le
réticulum endoplasmique a partir de dolichol-ph@phmannose (Dol-P-Man) par des
dolichyl phosphateD-mannose : proteinO-mannosyltransférases (PMTs), cette réaction
initiale de O-mannosylation est relativement bien conservéeeelgs regnes animal et
fongique. La chaine oligosaccharidique peut, pasuligée, étre étendue par I'action d’autres
glycosyltransférases et differe selon les espé&diasz les levures et les champignons, le motif

généralement observé est le mannotriose liéle@, Mara1l-2Marm1-2Marol-Ser/Thr alors
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qgue chez les mammiféres, la grande majorité desagbsO-mannosylés représente des
variations du tétrasaccharide NewXe3GaPl-4GIcNAB1-2Maml-Ser/Thr avec des
extensions diverses et la présence facultativeiciese lié er1-3 au GIcNAc. Ces structures
sont notamment retrouvées sur les protéoglycanesdebitine sulfatés et les tissus du
cerveau. LaD-mannosylation assure des roles trés divers sul@ganisme. Par exemple,
chez les champignons, elle participe essentielleragnmaintien de lintégrité de la paroi
cellulaire. Chez la levure, elle serait impliquéansl la solubilisation des protéines mal
repliées dans le réticulum endoplasmique alors duez les humains, un probléeme Qe
mannosylation est associé a des dystrophies mussul@sponsables d’aberrations lourdes

au niveau du cerveau et des yeux (Lommel and S2G09).

1.2.3.4. Glycosylation sur des acides aminés hydroxylés

La O-glycosylation peut également avoir lieu sur d’astrésidus qu’une sérine ou une
thréonine. Ainsi, dans le cas du collagene, dadussydroxylysine sont glycosylés, dans le
réticulum endoplasmique, par I'ajout d’'un résidul,Gi& en (3. La chaine glycanique peut
ensuite étre élongée par des Glc, liés cen2 au Gal précédent (Spiro 1969). Cette
glycosylation semble étre impliquée dans les famstide sécrétion et d'assemblage des
collagenes (Sipilaet al. 2007) mais aussi dans la formation des membrarzsslds
(Ruotsalaineret al.2006).

Les prolines sont également des acides aminés guvept étre hydroxylés et
glycosylés. Chez I'amibéictyostelium discoideumi’hydroxyproline 143 de la protéine
Skpl, impliqguée dans les phénomenes de polyulnigiation des protéines, est glycosylée
par [l'oligosaccharide suivant: @dl-6GablFual1-2GaBl-3GIcNAc-protéine (Teng-
umnuayet al. 1998 ; Van Der Wekt al. 2002). Cette glycosylation est plus généralement
rencontrée chez les plantes et les algues vergdiquant cette fois des résidus Gal et
arabinose (Chrispeels 1970). Les protéines glyéesykont largement impliquées dans des

phénomenes de croissance et de développement.

Ces différents exemples permettent de mettre erepee la variabilité de structures
existant dans 1®-glycosylation et refletent ainsi sa grande comipde®/an den Steest al.
1998).
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1.3. La C-mannosylation

En 1995, un nouveau type de glycosylationCimannosylation, a été identifié sur la
protéine humaine ribonucléase 2 (de Beteal. 1995). Elle consiste en I'établissement d’'une
liaison carbone-carbone entre un résidmannoside et le carbone 2 du premier tryptophane
du séquon W-X-X-W. Ce transfert est catalysé, danseticulum endoplasmique, par une
enzyme, laC-mannosyltransférase qui utilise, comme pou®{mannosylation, un dolichol-
phosphate-mannose comme donneur (Dowteyl. 1998). L'influence de cette glycosylation
sur le repliement protéique est peu connue madklifimn d’'un résidu mannose hydrophile
sur un acide aminé hydrophobe perturbe sans auoure d’état d’enfouissement du
tryptophane dans le cceur protéique.

A ce jour, plusieurs protéings>mannosylées ont été identifiees et méme si ledéle
cette glycosylation n’est toujours pas clairemedfind, elle semble étre impliquée dans les
phénomenes de signalisation cellulaire (Luther ldatiwanger 2009). L&-mannosylation
importante de plusieurs protéines appartenant atersye du complément laisse également
envisager un role de cette glycosylation dans fandétion et I'assemblage du complexe
protéique a la surface des pathogénes (Hofstestnaje1999).

La présence de I'enzym€-mannosyltransférase de maniére ubiquitaire chez de
nombreux vertébrés et insectes ainsi que lideatiion de la séquence consensus dans
environ 340 protéines de mammiféres laisse préségmergence de l&-mannosylation

comme glycosylation majeure.

1.4. Autres types de glycoconjugués

1.4.1.Les glycolipides

Des motifs glucidiques sont également retrouvédesutipides pour former la classe
des glycolipides, composée de deux familles sebomdture de la base lipidique : les
glycosphingolipides et les glycoglycérolipides. Gigniers étant trés rares dans le regne
animal, ils ne seront pas abordés dans ce manuscrit

Les glycosphingolipides sont des composés ubigagales membranes cellulaires de
mammiféres qui résultent de I'association d’uneirsgdsine et d’'un acide gras pour former

-10 -
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un céramide substitué en C3 soit par un résiducgame soit par un résidu glucoside
formant respectivement le galactosylcéramide (Badi@l. 1996) ou le glucosylcéramide
(Ichikawaet al.1996). Un résidu Gal peut encore étre ajouté swtecnier, donnant naissance
au lactosylcéramide, précurseur notamment desss&iebo-, Ganglio- et Lactodigure
1.7) (Takizawaet al. 1999). Chez les animaux, ces glycolipides sontlisés dans la
membrane externe ou ils assurent des rbles vasgs bbs interactions cellule-cellule et

cellule-matrice.

| Galactosylcéramide |

0
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| 6alNAc-p1-3-Eal-al-3- |

Figure 1.7. Schéma des voies de biosynthése des glycosphingdép chez les
mammiféres (Wennekest al.2009).

1.4.2.Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des molécules formées abenr protéique sur lequel sont
accrochées une ou plusieurs chaines de glycosalydangs (GAGs). Ces GAGs sont des
polysaccharides non branchés, chargés négativemerttaut poids moléculaire, composés
d’'un squelette d’unités disaccharidiques répét€es.dernier est formé d'un sucre aminé
(GIcNAc ou GalNAc) et d'un acide uronique (glucuigure ou iduronique). Ces GAGs sont
principalement localisés dans la matrice extratzatel

Les protéoglycanes sont classés dans différentégarées selon la nature du motif

glycanique : les chondroitines sulfates (CS) etdesnatanes sulfates (DS) (contenant du

-11 -
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GalNACc), les héparane-sulfates (HS) et les kérasaitfates (KS) (contenant du GIcNAc). La
synthese des chaines de GAGs est initiée par tiaddi’'un sucre aminé sur un bras espaceur
tétrassaccharidique, lui-méme attaché a une sérfmeun lien O-glycosidique (GlcAB1-
3GaP1-3Gapl-4XylB1-O-Ser). La chaine polysaccharidique peut égalemdnit plusieurs
modifications telles que |&l-déacétylatiorN-sulphatation, la 2- et 6O-sulphatation et
I'épimérisation de I'acide uronique. Ces modificats sont a I'origine de la grande variété
rencontrée dans les chaines de GAGs (Haekal.2005) Figure 1.8).

Cs/DS HS/KS
Epimérisation Epimérisation
Epimérisation Epimérisation

B sérine O Acide glucuronique O Macétylglucosamine
O Xylose & Macétylgalactosamine ® Groupement sulfate
Q Galactose @ Acide iduronique

Figure 1.8. Biosynthése schématisée des glycosaminoglycanesdkéa et al.2005).

1.4.3.Les ancres GPI

Les protéines membranaires peuvent eégalement Btrées dans la membrane par
l'intermédiaire de « protéines glypiées » ou « @iregs a ancre GPI ». Le motif GPI (glycosyl
phosphatidylinositol) est présent chez de nombreusaryotes dont les mammiferes, les
plantes, les levures et les protozoaires. La sgetldieu dans le réticulum endoplasmique et
débute par le transfert d'un GIcNAc sur un phosiplgiihositol (PI), suivi de I'addition de
trois résidus mannose pour former un coeur glycaniméas conservé (Mari-2Marol-
6Mana1-4GIcNAa1-6PI1) et d’'un groupement éthanolamine phosphdistélgralité de ces

groupements est alors transférée en bloc sur €mité C-terminale d’'une protéine. Cette

-12 -
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réaction de transfert est parfois appelée glypiatitne queue phospholipidique attache alors
I'ancre GPI a la membrane cellulaire. Le cceur gligae peut étre modifié par différents
groupements tels que des sucres (Man, Gal, NeuAau..jles groupements éthanolamine

phosphate selon les espedegire 1.9) (revue par (Paulick and Bertozzi 2008)).

o}
HO
b O "Ho &
el o NHs
0o Ho-x-L0 ~
0 O“pjo Ceeur glycanique
O’ 0e
HO O  OH
HO
fo
Halo 0 o
Hgmo_'ﬁ',__og Queue phospholipidique
HO,, O,Y\DCWHJ?
0
CisHa1 =5
C21Has

Figure 1.9. Structure d’'une ancre GPI (Paulick and Bertozzi 208).

Les trois domaines d’'une ancre GPI sont : (i) ée &thanolamine phosphate en rouge, (ii) le
cceur glycanique conservé en noir et (iii) la queliespholipidique en bleue. Les appendices
en bleu (incluant les lipides de la queue phosplttjue) sont variables selon I'espéce.

1.5. Les glycosyltransférases

1.5.1. Définition et nomenclature

Les glycosyltransférases sont des enzymes capdelesynthétiser les différentes
structures oligosaccharidiques du vivant. Elleslgaent le transfert d’'un monosaccharide
activé par des groupements phosphate riches egiénsous forme de nucléosides mono- ou
diphosphates (UDP-Gal, GDP-Man ou CMP-NeuAc) s slgbstrats accepteurs de nature

différente (saccharidique, protéique, lipidique.elos la réaction suivante :

XDP-sucre + OH-accepteur —— > sucre-O-accepteur + XDP

-13 -
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Ces enzymes sont dénommées d’aprés l'ose qu'edlesférent et d’'aprés le type de
liaisons qu’elles élaborent. On parlera de galattassférases (GalTs), glucosyltransférases
(GlcTs), sialyltransférases (STs)... Intervient égedat le type de liaison formée par le sucre
ainsi que, pour les GalTs, I'anomérie de la liaigp-GalT, a3-GalT, 33GalT, B4GalT...).
Depuis 1997, ces enzymes sont répertoriées dandalmgue de données CAZy

(http://www.cazy.org/ qui compte aujourd’hui environ 55000 séquenceslémtidiques

réparties dans 92 familles désignées par GTx, basgéeleurs similarités de séquence en

acides aminés (Cantaret al.2009).
1.5.2. Structures tridimensionnelles de types GT-A et GT-B

A ce jour, 90 structures cristallographiques ot tsolues, révélant deux types de
repliement majoritaires, appelés GT-A et GT-B (Breet al. 2006). Le repliement GT-A,
décrit pour la premiére fois pour 'enzyme SpsABREeillus subtilis(Charnock and Davies
1999), est schématiquement décrit comme un sandsejobsant sur le motif structural de
type RossmannHgure 1.10. A. La plupart des enzymes GT-A possédent en comumun
motif DxD qui coordonne un cation de type ¥Mgu Mr?* impliqué dans la fixation des ions
phosphate du nucléotide-suckagure 1.10. B. Ce motif est indispensable pour I'activité de

'enzyme.

A

Figure 1.10. Représentation du repliement de type GT-A observéqur 'enzyme SpsA
de Bacillus subtilis (PDB 1qgq) (A.) et de leur mat DxD en interaction avec le

nucléotide-sucre via I'ion Mrf* (B.).
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Le deuxieme type de repliement, appelé GT-B, aidgétifie en 1994 pour I$-
glucosyltransférase du bactériophage T4 (Vrielatkal. 1994). Ce repliement consiste en
deux domaines indépendants de type Rossmfin, reliés par une zone flexible et terminés
par une série de longues hélimesLe site catalytique se trouve a l'interface de deux
domaines Figure 1.11). Une conservation structurale est observée peuddmaine C-
terminal, domaine de liaison au nucléotide-suceedomaine N-terminal est, quant a lui, plus
variable et serait impliqué dans la liaison a lgueur.

Une troisieme famille structurale, considérée convwaants du type de repliement
GT-A, a été découverte a partir de la structuree’'sialyltransférase Cstll dsampylobacter
jejuni (Chiu et al. 2004). Elle présenterait des similitudes aveataille des GT-A mais pas
de motif DxD.

Récemment, des types de repliement completem#éétetits ont été observés pour
des glycosyltransférases appartenant a deux famid51 et GT66). Elles utilisent des
sucres activés par des lipides phosphatés, a & pla nucléotide-sucres (Loverimg al.
2007 ; Yuaret al.2007 ; Igureet al.2008).

Figure 1.11. Représentation du repliement de type GT-B observé hez la B-

glucosyltransférase du bactériophage T4 (PDB 1jg7).

1.5.3. Stéréochimie de la réaction
La réaction de transfert du sucre s’effectue selenx mécanismes principaux qui

tiennent compte de la stéréochimie du carbone arigneedu sucre lié au nucléotide et de ce

méme sucre lié a 'accepteur. La réaction de temhsfaccompagne soit d’une rétention, soit
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d’'une inversion de configuration de ce carbone arame Figure 1.12). Un type de
repliement (GT-A ou GT-B) n’est pas strictementoass & un type de réaction (rétention ou

inversion) (Lairsoret al.2008).

Substrat donneur O
0O— P OR

Fu -

+ Inversion
HO % A Rétention
x O
Substrat accepteur \ _0
B \
II O Qe
00— Fl) OR /‘qu R
o-

Figure 1.12. Synthése des liaisons glycosidiques par inversionu orétention de

configuration du carbone anomeérique (Lairsonet al.2008).

1.6. Modifications pathologiques de la glycosylation

Le nombre de genes directement impliqués dansehalkage des glycanes est estimé
entre 250 et 500, ce qui représente chez lhomme 2% du génome. Ces « glycogenes »
codent pour plusieurs types de protéines difféseerdemme les glycosyltransférases et
sulfotransférases qui agissent directement surdeesles transporteurs de nucléotide-sucre et
les synthases, mais aussi les glycosidases etetdimds qui, respectivement, clivent et
reconnaissent les sucres. Tous ces glycogenes miesubir des modifications, a la fois
qualitatives et quantitatives, a l'origine de patigtes parfois trés séveres. Ces perturbations
peuvent notamment étre observées au cours de kegdmese, du vieillissement, du
processus inflammatoire et de certaines maladiés-iaumunes et sont a l'origine de
désordres trés graves dont les maladies CDGs (eodnf disorders of glycosylation »)
(Denniset al.2009).

La transformation d’'une cellule saine en cellulacgaeuse s’accompagne également

d’'une perturbation de la glycosylation de surfdas modifications les plus fréguentes sont
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la perte d’expression ou a I'inverse I'expressigoessive de certaines structures, I'expression
de structures incompletes ou tronquées et moirguér@ment, I'apparition de nouvelles
structures, généralement identifiees au stade embayre (Varki 1999). Ces modifications
peuvent étre associées a la formation de métastasmssance d'une cellule tumorale a
distance du site initial par diffusion sanguine lgmphatique, généralement associée a un

mauvais pronostic vital.

2. Modification de la glycosylation dans le processus
cancéreux

2.1. Lesantigénes T et Tn

2.1.1.Biosynthese dans les différents types de cancers

La O-glycosylation de type mucine débute par I'additaon résidu GalNAc lié en
position a sur le groupement hydroxyle d’'une sérine ou d’thm&onine. Cette liaison est
catalysée par une UDR-a-galactosamine : polypeptidd-acétylgalactosaminyltransférase
(ppGalNAc-T) et forme I'antigene Tn (GalNA&&-Ser/Thr). Le noyau 1 (Jal-3GalNA@1-
Ser/Thr), également dénommé antigéne T ou TF pbomEBen-Friedenreich, est formé par
ajout d'un résidu galactoside sur I'antigene Tn lgap1-3 galactosyltransférase de cceur 1
(Figure 1.13) (Ju et al. 2002). Dans les épithelia normaux, ces structtgesuvertes par
différents types de groupements (acides sialiqupémsphates...) sont utilisées comme
précurseurs pour former d8sglycanes plus complexes et branchés, tels quépiéspes des
groupes sanguins (ABO et Lewis), caractéristigues danucines. Ces structures non
substituées sont, néanmoins, retrouvées durantbiigygenese et dans 90% des cancers
humains (Springer 1984) tels que les cancers dy daicolon, de la vessie, de l'utérus, de
I'estomac ou de la peau et constituent donc d'igms marqueurs. Dans la majorité des cas,
I'apparition de ces structures est associée adgression du cancer, a l'augmentation de son
agressivité et a la formation de métastases (Sarib@97).

Les raisons de ces modifications @eglycosylation restent toujours floues a ce jour

mais plusieurs hypotheses peuvent néanmoins teliéapliquer la prévalence de ces
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antigénes. Une altération dans I'expression deigquus enzymes de biosynthése des
glycanes peut étre a l'origine de ces modificatidmss pp-GalNAc-Ts sont regroupées a
I'intérieur d’'une famille de plus de vingt membmdent quinze ont déja été caractérisés dans
des cellules de mammiféres (Ten Hagadnal. 2003). Deux enzymes appartenant a cette
famille, les ppGalNAc-T3 et -T6 semblent étre madierement perturbées durant le
processus tumoral. Deux études différentes ont déaju’elles semblaient surexprimées
dans des lignées de cancers du sein alors quexptgssion était quasiment silencieuse dans
des cellules saines. Ce phénomeéne pourrait Eleigiie de 'augmentation de I'antigéne Tn
a la surface des cellules cancéreuses, notammedestsites potentiels d@-glycosylation
normalement inoccupés (Beratal.2006 ; Brookst al.2007).

Les enzymes intervenant dans la synthése d’épitplpsscomplexes sont également
perturbées dans le cancer. Dans des cellules sdar@giene T est normalement rapidement
modifié par action de I81-6GIcNAc-transférase de cceur 2 qui rajoute urdvéS§IcNAc sur

le GalNAc du noyau 1 formant ainsi le noyau 2 bren€igure 1.13).

ST66GalNAc I,

-IT, -IIT, -IV SiauZ-? SiauZ-?

Siaa2-36GalB1-36alNAc-O-Ser/Thr | ——
Sian2-36alBl-36alNAc-O-Ser/Thr GalP1-3GalNAc-O-Ser/Thr

Antigéne T di-sialylé
ST36al I ST66alNAc I, -IT

Galp1l-3GalNAc-O-Ser/Thr |
Noyau 1, antigéne T

Antigéne T sialylé

PL-3Gal-T de coeur 1

B1-66GIcNAc-T de caeur 2
| GalNAc-O-Ser/Thr |

Antigéne Tn
BL-36IcNAC-T ST66GalNAc I
de coeur 3
GlcNACcB1-6 Siaa2-6
| | 6lcNACB1-36aINAC-O-Ser/Thr | |
GalB1-3GalNAc-O-Ser/Thr Noyau 3 GalNAc-O-Ser/Thr
Noyau 2 Antigéne Tn sialylé

Figure 1.13. Représentation schématique de la biosynthése destiganes T et Tn et
leurs homologues sialylés.

Le nom des antigenes est écrit en gras et leuctsteurespective est encadrée. Le nom des
enzymes responsables de leur biosynthése est eafréan italique (Dall'Olio and Chiricolo
2001).
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L’expression de cette enzyme semble fortement diéerdans des tissus cancéreux du
sein, exhibant ainsi I'antigene T (Brockhausenlel@95). La disponibilité, en quantité plus
importante, du substrat de I'enzyra@-3GalT de cceur 1, 'UDP-galactose (Yu 2007) ainsi
que la surexpression de son transporteur pourrégglement contribuées a I'augmentation
de la biosynthése et I'expression de l'antigeneKlinfamoto et al. 2001). Une légere
acidification de I'appareil de Golgi qui favorisé@rbexpression de I'antigéne T, notamment
dans les cellules de cancers du sein et colorecttk mise en évidence. D’une maniére plus
générale, elle pourrait perturber la glycosylatoes cellules cancéreuses en modifiant la

distribution des glycosyltransférases dans le G&giinoja et al. 2006).

2.1.2.Les antigenes T et Tn sialylés

Les antigenes T et Tn peuvent également étre égfybur former respectivement le
sialyl-T (ST) et sialyl-Tn (STn) qui sont fortemes®primés a la surface de nombreux cancers
(sein, ovaire, colon, estomac...). lls sont généralgnassociés a un faible pronostic vital,
accompagné de métastases et d’une diminution sl&ée des patients (Itzkowit al. 1990
; Leivonen et al. 2001). L’antigéne Tn sialylé est responsable d’'umebilité cellulaire
significativement améliorée, d’'une adhésion ceitaladiminuée et d’'une tumorigénicité
augmentée, caractéristiques réveélant le caracieessif de la lignée (Juliest al.2006).

La biosynthése des antigenes T et Tn sialylés galedent résumée dansfigure
1.13 La sialylation de l'antigéne Tn est réaliséecti6 du résidu GalNAc par I'enzyme
ST6GalNAc |. Dans les cancers du sein et de I'eastpnune trés bonne corrélation est
observée entre la quantité d’antigene STn expritnée surface des cellules et I'abondance
d’ARNm codant pour I'enzyme ST6GalNAc | (Marcesal.2003 ; Sewelkt al. 2006) alors
gue ces résultats ne sont pas vérifiés pour lesecardu colon ou le niveau d’enzyme
ST6GalNAc exprimé est comparable dans les lignégsireant ou pas l'antigéne STn
(Brockhausenet al. 1998). Trois enzymes utilisent potentiellemenntigéne Tn comme
substrat : le§1-3GalT de coeur 1 @1-3GIcNACT de coeur 3 qui forment respectivement les
antigenes T (ou noyau 1) et le noyau 3 et la STE&all qui synthétise le STn et entrent
donc en compétition. Pour les cancers du colom eeth notamment, une faible activité voire
une déficience des enzym@g-3GalT de cceur 1 €1-3GIcNAc-T de cceur 3 explique
I'abondance de I'antigene STn (Brockhauséal.1998).
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L’'antigéne T est sialylé en2-3 sur le résidu Gal principalement par I'actiom d
'enzyme ST3Gal-l. L'expression de cette enzymesddifférents types de cancers (dont le
sein, I'estomac ou la vessie) est corrélée au sfal@ncement de la tumeur et semble étre
associée au pronostic de la récurrence du canddei(& et al. 2009). Elle est donc un bon
marqueur de la malignité de certains types cangei@e maniere plus marginale, l'antigene
T peut également étre mono-sialylé a@-6 sur le résidu GalNAc par deux enzymes
potentielles : ST6GalNAc-I et —II qui, comme I'emzg 31-6GICNAc de cceur 2, ont une
action limitée dans le cancer. De plus, I'antigédnsialylé peut étre lui méme le substrat
d’autres sialyltransférases pour former un épitdipgalylé (Dall'Olio and Chiricolo 2001).

La O-déacétylation des acides sialiques portés panilesnes des cancers colorectaux
semble également expliquer la prévalence de césp@gi sialylés. En effet, environ 50% des
acides sialiques présents a la surface des mudineslon sont naturelleme@t-acétylés en
position 7 et 9 (Rogerst al. 1978) et sont alors incapables d’étre détectéscperins
anticorps. La transformation tumorale s’accompaggméralement d’une forte diminution de
cette O-acétylation, y compris a des stades précocesbamhainsi ces structures sialylées,

qui semblent alors plus abondantes (Corfegldl. 1999).

2.1.3.Immunité et antigénicité de ces épitopes

Des anticorps anti-T et anti-Tn sont naturellem@ésents, a un taux constant, chez
les patients sains. lls sont principalement indpds la présence de bactéries dans la flore
intestinale durant la petite enfance (Springer 190&s antigenes T et Tn étant abondamment
exprimés a la surface des cellules cancéreusas/dau d’anticorps anti-T et anti-Tn, dans le
sérum de patients malades a toujours suscité bepudintérét pour les chercheurs et
semblent augmenter chez les patients malades. tude & démontré que, dans 77% des cas,
des carcinomes pouvaient étre détectés en timamdntité d’anticorps anti-T et anti-Tn des
mois voire des années avant que la premiére biamsise soit révélée positive. De plus,
aucun patient, pour lequel un cancer était susgqieéssedant un titre d’anticorps « normal »
n'a développé de maladie durant une période moydibservation d’environ cing ans. La
titration de ces anticorps est donc un importatit pronostic (Springer 1997).

Etant masqués par d’autres unités glycanniques léansssus sains, la présence des
antigénes T et Tn dans les carcinomes est recocoueme non soi par le systeme

immunitaire de I'héte. Ces réponses auto-immunas cgpendant insuffisantes pour protéger
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les patients. L'immunothérapie avec des vaccing-canicers dirigés contre des épitopes
glycaniques est donc devenue une forme attractwethetrapie, avec des essais tres
prometteurs chez 'humain (Springatral. 1995 ; Slovinet al.2007).

2.2. Les antigénes des groupes sanguins

2.2.1.Définition des groupes sanguins ABO et Lewis

Le systeme ABO a été découvert en 1900 par Karbs@mner, de l'université de
Vienne, aprés avoir mélangé les sérums et hémagiesx de ses collegues et observé les
agglutinations éventuelles (Landsteiner 1900). dneée plus tard, il met en évidence que
seulement deux antigénes A et B et deux anticonfisAaet anti-B permettent d’expliquer
I'existence des trois groupes sanguins. Les callp&ivent présenter soit I'antigéne A, soit le
B soit aucun des deux. Il démontre également quidividu ne présente pas d’anticorps
dirigés contre les épitopes présents a la surfacsed propres hématies et que les deux
anticorps sont présents dans le sérum de patiergsodpe O (Landsteiner 1901). Ces travaux
lui ont valu le prix Nobel de médecine en 1930.greupe sanguin AB, pour lequel les deux
antigenes A et B sont présents a la surface desthe&smet dont le sérum ne contient pas
d’anticorps, a été découvert en 1902 par DecasgliSturli (von Decastello 1902), et, en
1924, Berstein démontre que la transmission degpg sanguins est héréditaire et suit les
lois de Mendel (Berstein 1924). En 1948, MorgaWetkins renomment I'antigene O, H et le
définissent comme substance primaire commune ardadg majorité des érythrocytes
guelque soit leur groupe sanguin (Morgan and Watki®48). Elle est donc précurseur des
substances A et B et les cellules O sont en rédété cellules portant la substance H non
recouverte. La découverte du phénotype Bombay \ithaé qui ne possedent aucun des
antigenes A, B et H a la surface de leurs hémates)] 953, suggere, pour la premiere fois,
qgue le caractere H est génétiguement indépendasysiame ABO (Bhendet al. 1952). II
faudra attendre 1990 et le clonage du gene H (FUpdAyr définitivement définir
I'indépendance des genes H et ABO (Larseal. 1990).

En 1940, Landsteiner et Harte établissent queubstances actives sont composées
de sucres dont le GIcNAc, Gal et Fuc (le GaINAametecouvert huit ans plus tard (Aminoff
and Morgan 1948)) et de protéines (Landsteiner ldade 1940). Mais I'implication des
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sucres comme déterminants antigéniques n’'a été rténque, dix ans plus tard, avec
I'inhibition de l'agglutination des globules O p#a lectine d’anguilleAnguilla anguilla
agglutinin (AAA) apres ajout de-Me-L-fucoside (Watkins and Morgan 1952). D’autres
expériences d’inhibition ont également permis detle¥ la spécificité des groupes sanguins
A et B pour le GalNAc et le Gal respectivemerig(re 1.14) (Morgan and Watkins 1953 ;
Watkins and Morgan 1955). La découverte, en 1953, lad structure de I'ADN et le
décryptage du langage génétique (un géne, gardid¢imtbrmation génétique, est traduit en
protéine) révelent que ces épitopes glycaniques$ sorréalité un produit secondaire des
genes. lls sont synthétisés par des enzymes speésfi produit direct de l'information
génétique (Watson and Crick 1953).

Un autre systeme de groupes sanguins a eépitopeaniiyes, appelé Lewis, est
également découvert a la fin des années 1&duie 1.14) (Mourant 1946) (revue par

(Watkins 2001)).

Systeme ABO H A B
o o pd 3 2]3 4 3
4 4 [ o o
I 4E
Systeme Lewis Lesc Leb Lex Ley
O 6l [] 6alNAc B GlcNAC <« Fuc

Figure 1.14. Représentation schématique des épitopes des groupssnguins des
systéemes ABO et Lewis.

Les carrés bleus et jaunes schématisent respeetitdes résidus GIcNAc et GalNAc, les
ronds jaunes schématisent les résidus Gal, leggtea rouges schématisent les résidus Fuc.
Les images ont été réalisées sur la plateformed®rk Bench (Ceroret al. 2007).

Chez I'humain, plus d’'une trentaine de groupes giasgdifférents ont été identifiés,

tels que les systémes Rhésus, Kell, Duffy... Lesrdetants antigéniques ne sont pas

nécessairement portés par des résidus glycaniBaegxemple, la présence de la protéine D
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circulante (systeme Rhésus), suite a une transfup@ar exemple, est responsable de
I'antigénicité chez les patients Rh négatifs.

La localisation de ces déterminants peut égalewemite d’'un systeme a l'autre. Les
antigenes du systeme ABO sont localisés a la surigcnombreux tissus. Ce systeme est
appelé tissulaire a la difference du systeme Rh@sus qui, la protéine D, se trouve
uniquement a la surface des hématies. Ce systédrda ésythrocytaire.

La diversité des groupes sanguins existants, didividu a l'autre, pourrait étre une
arme, élaborée pour lutter contre des infectiordéo@nnes ou virales qui s’attaqueraient
uniguement a un groupe d'individus présentant uougg sanguin particulier. Ces

considérations restent cependant toujours hypaojinesia ce jour.
2.2.2.Biosynthese des antigenes des groupes sanguins

La biosynthése des antigénes des groupes sangeins gvoir lieu sur quatre
précurseurs différents, qui possedent tous unusighlactoside terminal :

- type 1: G8b1-3GIcNAJ31-R

- type 2 : G8b1-4GIcNAJ31-R

- type 3 : Gagb1-3GalNA@1-R

- type 4 : G8b1-3GalNAB1-R

Les précurseurs de type 1 et 2 sont aussi bieourais a la surface de protéiidsou
O-glycosylées, qu'au niveau des glycolipides dedaeslacto- (désignés par la lettre R). La
structure de type 3 est exclusivement rencontrédesuO-glycanes et celle de type 4 a la
surface des glycolipides des séries globo- et gandl’addition sur ces précurseurs d’un
résidu fucoside lié enl-2 par FUT1 et FUT2 forme l'antigéne H, qui copesd au groupe
sanguin O. Une fois I'antigene H formé, la synthpeat se prolonger par ajout de, soit un
résidu GalNAc, soit un résidu Gal liés erl-3 sur le Gal de lI'antigene H pour former
respectivement les antigenes A et B. Cette étapeatalysée par deux enzymes distinctes,
une N-acétylgalactosaminyltransférase et une galactasgférase, codées par deux alléles
différents situés sur le méme locus. L’addition d'tesidu fucoside lié eml-4 sur le
précurseur de type 1 et I'antigéne H de type 1 éoraspectivement les antigénes dénommeés
Lewis a (L&) et Lewis b (L8). Lorsque le fucose, lié axl-3, est ajouté sur le précurseur de
type 2 ou sur 'antigéne H de type 2, les antigdresis x (L€) et Lewis y (L&) sont formés.

Six fucosyltransférases sont capable de cataliashtition du fucose en positianl-3 oual-
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4 chez I'hnumain. Les enzymes FUT3 et FUT5 peuvéhser comme substrat les précurseurs
de type 1 et 2 alors que FUT4, FUT6, FUT7 et FUBalyse l'addition du fucose
exclusivement sur le précurseur de typ&igyre 1.15) (Le Pendwet al.2001).

Parallelement aux antigenes T et Tn, I'expresses&pitopes des groupes sanguins a
la surface des cellules cancéreuses est forteneeniripée durant le processus tumoral. Des
modifications divergentes peuvent étre constatéesust le type de cancer et sa localisation
mais certaines caractéristiques communes peuvanhma@ns étre dégagees.

A. B.
Oe._al'R | précurseur de type 1 | OBTBR | précurseurs de type 3/4

al -4fucasy/jV yzfucosy/a tion aI-quc%y/aﬁan

a 3 5 3 DR
- amlgene H de type 1 amlgem H de type 3/4
al-4fucosylation enzyme A enzyme B
enzyme.
AouB

.Tl“r”f* e Gl

antigéne A antigéne B antigéne A antigéne B
de type 1 de type 1 de type 3/4 de type 3/4
O 6al [] GalNAc B GlcNAc <« Fuc

Figure 1.15. Voies de biosynthése des antigénes des groupes samg ABH et Lewis
basées sur A. le précurseur de type 1 et B. les prgseurs de type 3/4.

Le nom de chaque antigene est encafird.e méme schéma peut étre représenté a partir du
précurseur de type 2. Dans ce cas feenplacera le Leet Le' remplacera le L% B. A la
différence des précurseurs de type 1 et 2, la flatisn de I'avant dernier monosaccharide
(GalNAc) n'a jamais été décrite. Les carrés bkeiematisent les résidus GICNAc, les ronds
jaunes schématisent les résidus Gal, les triarrgleges schématisent les résidus Fuc. Les
images ont éte réalisées sur la plateforme GlycévBench (Ceronet al.2007).

2.2.3.Les antigénes du systeme ABO dans le processus caecix
De nombreuses études ont révélé une réduction wmiee perte d’expression des
antigénes A et B dans la majorité des carcinonlegjtee les cancers du sein, des poumons,

du colon, de la prostate, de la vessie ou de heato Cette perte s’Taccompagne généralement

d’'une augmentation de l'expression de I'antigenenétamment dans les cancers de la
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prostate, du sein, ou de la bouche alors que @asnsancers du poumon ou de 'ovaire, une
expression de I'antigéne Lest observée suite a I'ajout d’un résidu fucosialel’antigéne H.

Il est important de noter que certains types deitames ne suivent pas ce schéma classique,
comme par exemple ceux de la thyroide ou du foeKenduwet al. 2001). La présence des
antigénes H et Peserait le résultat d’'une synthése bloquée et famtion d’enzymes de
dégradation des glycanes appelées glycosidasesff@n plusieurs études ont montré que
I'activité des glycosyltransférases A et B, res@athss, respectivement, de la synthese des
épitopes de groupes sanguins A et B était fortem@hiite durant le processus cancéreux
(Orntoft and Wolf 1988). Particulierement bien réficée pour les cancers de la vessie, la
perte d’hétérozygotie des alléles codant pour igsogyltransférases au niveau du locus 9934
pourrait étre a l'origine de ce phénomeéne. Cecisist@ en une disparition d’un segment
chromosomique, soit par délétion soit par un méraeaide translocation déséequilibré souvent
associée a la perte d'un des deux alléles parerj@uaew et al. 1998). Ces résultats ont été
néanmoins contredit (Meldgaart al. 1995). Une deuxieme hypothése avancée par les
chercheurs pour expliquer cette diminution dangpfession des antigenes A et B est une
méthylation excessive de la région promotrice duegendant pour les glycosyltransférases A
et B. Cette modification pourrait inhiber la tranigtion du géne et jouerait un réle de
régulation dans I'expression des génes ABO (Komieatl. 1999).

La perte ou la réduction des épitopes A et B dasschncers humains correlent
généralement avec un degré de malignité élevé epaiantiel métastatique important
impliquant un taux de survie des patients faibleat@dmotoet al. 1993 ; Hakomori 1999).
Des résultats contradictoires ont démontré que résgmce de ces antigenes, dans les
carcinomes colorectaux, et non leur diminutionagezorrélée a un mauvais pronostic vital
(Nakagoeet al.2000). lIs expliquent ces différences par desrdmeces techniques au niveau
des anticorps utilisés ou du mode de conservaties abupes cellulaires. Des résultats
similaires ont également été mis en avant pourcdesers de I'ovaire (Welshinget al.
1996) et du sein (Leet al. 1985) ou la encore, la présence ou l'absence igémdgs des
groupes sanguins n’était pas corrélée avec laesdes patients.

Un second type d’anomalie a également pu étre ifteenfpres acquisition de son
caractére cancéreux, la cellule modifie sa rédétivis-a-vis des antigenes ABO. Par
exemple, un tissu cancéreux va acquérir une rdigEctiite « A », alors que les cellules
proviennent d’'un patient B ou O (Le Penet al. 2001). Beaucoup plus marginal, ce

phénomene ne sera pas davantage décrit dans cearianu
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2.2.4.Les antigénes du systéme Lewis dans le processusageux

Durant la formation cancéreuse, l'expression desgames Lewis est fortement
perturbée mais de maniére cancer-dépendant. Panpbxda réactivité de I'antigene Lest
frequemment augmentée dans les carcinomes du pandes poumons, du rein, de la vessie,
du sein alors qu’elle diminue dans ceux de I'endoméConcernant le Besa fréquence
augmente dans les cancers de I'estomac, du pancéasoumon, de I'endométre et de la
thyroide alors qu’elle diminue dans ceux du colten)a prostate et du sein. Pour I&, lieest
surexprimé dans les cancers du colon, de la vassiégendometre alors gu'il est réprimé dans
ceux de I'estomac, du pancréas, des poumons oleidu Bt enfin, I'expression du le
augmente fortement dans presque tous les typesardenames a I'exception de ceux du
pancréas et de I'endometre (Le Peradual. 2001). Ces exemples permettent de mettre en
évidence la grande hétérogénéité concernant laxgession ou linhibition de chaque
antigéne Lewis dans les différents types de cameaontrés.

Ces modifications sont dues a une perturbationadivité des fucosyltransféerases.
Par exemple, FUT1 et FUT2 présentent une actvit@fucosyltransférase plus importante
dans les cancers colorectaux favorisant ainsi tesgion des antigénes "Let L€ au
détriment du L& (Yazawaet al. 1993). De plus, FUT3, bien gu’elle posséde ddioe une
activité a3/4 fucosyltransférase, développerait, dans deditons malignes, une activitél -
2fucosyltransférase inhabituelle (Nakamued al. 1997). Parallelement a la situation
précédente, une augmentation de l'actidte-2fucosyltransférase a également été décrite
dans les carcinomes de I'endométre (Wahg@l. 1995) alors qu’a l'inverse, une diminution
de cette activité a été reportée dans ceux du @amcMaset al. 1998). Cette fucosylation
aberrante semble influencer le comportement delille=l puisqu’elle participerait a la
progression tumorale notamment dans le cancer hiun ¢Sunet al. 1995) et induirait une

résistance des cellules de cancer du colon del'egigptose (Goupilleet al.2000).
2.2.5.Leurs homologues sialylés dans le processus canaére
L’expression des antigénes Lewis sialylés, en @aitr les sialyl-L& (sL€) et sialyl-
Le* (sL€), est fortement perturbée dans un grand nombreadeers tels que le sein, le

poumon, le colon, le pancréas. Cette augmentalmalp de I'expression de ces antigenes

est généralement impliqguée dans la formation deastetes, réduisant ainsi, de maniere
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significative, le taux de survie des patients (Masgt al. 1993). Les slLtet sLé sont
particulierement importants car ils sont des sabstpotentiels des sélectines, molécules
impliquées dans les phénomenes d’adhésion cedtuthirant I'inflammation et la migration
des lymphocytes. En modifiant leur expression,ddute cancéreuse perturbe ses capacités
d’adhésion et de migration cellulaire, ce qui faserle développement de métastases et
développe parallélement des mécanismes lui permett@chapper au systéme immunitaire
(Ohyamaet al.1999).

Cette surexpression est corrélée avec la modificate I'expression des genes codant
pour les glycosyltransférases impliquées dans Idiiosynthese, particulierement
sialyltransférases et fucosyltransféraseguyre 1.16).

Galp1-3GIcNACcB Type 1 Galp1-4GIcNACB Type 2
l ST36al IIT l ST36al IV ou VI
Neu5Aca2-{5 Neu5Aca2-{5
Galp1-3GIcNACcB GalB1-4GIcNACcB
l FucTIIT l FucT IV, V,VI, VIT
Neu5Aca2-{3 Neu5Aca2-{3
Galp1-3GIcNACcB Galpl-4GIcNACcB
/ Slec / Slex
Fucal-4 Fucal-3

Figure 1.16. Schéma de biosynthése des antigénes Lewis a etatydés dans les cancers
du sein.

Les molécules encadrées représentent les précsirseles noms en italique se référent aux
glycosyltransférases impliquées. Dans les deuxl@dspsynthese débute par une étaped’

3 sialylation sur le résidu Gal du précurseur ges$yl ou 2 puis se poursuit par wrie3/4
fucosylation sur le résidu GIcNAc.

Cependant, suivant la localisation du cancer, teymes perturbées sont différentes.
Par exemple, pour les adénocarcinomes mammaiessgynientation de steest corrélée a
'augmentation des ARNm de la fucosyltransférasd &Matsuuraet al. 1998) alors que,
pour les cancers du poumon, les enzymes ST3Getl HUT7 semblent impliquées dans cette
prévalence (Ogawat al. 1997). Concernant les cancers du colon, une prergie@de met en
relation I'expression de sfeavec I'expression dex2-3sialyltransférases actives sur le
précurseur de type 1 (Akamatstial. 1996) alors que des conclusions inverses onirégst

dans une autre étude, impliquant plutét I'actionld4 fucosyltransférases (Yamada al.
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1997). De plus, la quantité d’ARNm d’'une méme engyeut également varier d’'une lignée
cellulaire a l'autre pour un méme type de canctr €L al. 1997). Une hétérogénéité est
constatée dans l'expression des glycosyltransférasda régulation de I'expression des

antigenes sialylés (Carvalled al.2010).

2.3. Modification des N-glycanes

2.3.1.La structure B1-6GIcNAc associée aux métastases

Six N-acétylglucosaminyltransférases, désignées pardekdes GnT-1 a -VI, sont
impliquées dans la biosynthese de la structureralentlesN-glycanes de type complexe
(Rademacher et al. 1988). Les enzymesN-acétylglucosamine-mannoside32-N-
acétylglucosaminyltransférases | et Il (GnT-I etT@l) transferent, via une liaisddil-2, un
résidu GIcNAc sur les résidusmannoside liés respectivementeh-3 etal-6 (Harpaz and
Schachter 1980). La GnT-lll, originairement ideg&f dans la membrane de 'oviducte de la
poule, catalyse l'addition d’'un GIcNAc via un ligBl-4 sur unp-mannose du coeur
trimannosylé (Narasimhan 1982). La GnT-V transigmerésidu GIcNAc sur le groupement
hydroxyle du carbone 6 d’'un résidu mannoside liéxesppartenant a I'accepteur minimal
GIcNAcB1,2Maml,6Mar31 (Cummingset al. 1982). Les enzymes GnT-IV et GnT-VI
transférent, via une liaisofil-4, un résiduN-acétylglucosamine (GIcNAc) sur les résidus
Manal-3Man et Maal-6Man du coeur mannosylé (Gleeson and Schacht&) 1Bgjure
1.17).

GnT-lll et GnT-V sont des enzymes de premier plansda progression cancéreuse et
la formation des métastases. Depuis plusieursraigail’années, I'activité de I'enzyme GnT-
V et donc la présence, de maniere abondante, deusésl-6GICNAcC a la surface des
glycoprotéines, est directement reliée au caradigmement métastatique de nombreuses
lignées cellulaires animales et humaines (fibrdbkgs carcinomes mammaires murins,
lymphomes, cellules cancéreuses humaines du c@amniset al. 1987). L'utilisation de la
swainsonine, inhibiteur ded*mannosidase Il qui blogue la voie de biosynthess Nt
glycanes avant I'élongation des branchemepits6GIcNAc, inhibe la colonisation des
organes par des cellules cancéreuses (Dennis 1B86phrieset al. 1986). Au niveau de

I'organisme entier, les métastases observées densadiris transgéniques pour lesquelles le
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géne codant pour GnT-V a été supprimé, sont tresnfent diminuées (Granovslet al.
2000). De plus, cette variation de glycosylatiotrane des modifications importantes au
niveau de la cellule tel que la perte de l'inhinitide contact ou la diminution de I'adhésion
au substrat (sur fibronectine ou collagéne), caretiques généralement observées pour des
cellules métastatiques (Demetriet al. 1995). Malheureusement, au niveau protéique, la
découverte des cibles de GnT-V reste trés diffidile et al. ont néanmoins pu mettre en
évidence que la matriptase, glycoprotéine impoetalains la migration cellulaire et fortement
associée a l'invasion cancéreuse, était plus addesta I'auto-digestion et la protéolyse apres

glycosylation par GnT-V (lteet al.2006).

6nT-V GIcNAcBl\é
6nT-VI  GIcNAcBl— 4Manal

GnT-IT  GIcNAcBL ™ 2 \ alFuc
Fut8 |
6 6
6nT-III GlcNAcB1— 4ManpBl — 4GIcNAcBL — 4GIcNAc— Asn
3
6NnT-IV  GleNAcBL

gManal
6nT-I  GIcNAcp1™

Figure 1.17. N-acétylglucosaminyltransférases impliquées dans |aiosynthése desN-
glycanes de type complexe.

GnT, N-acétylglucosaminyltransférase ; Man, Mannose ;N&k N-acétylglucosamine ;
Fuc, Fucose ; Asn, Asparagine. Ce schéma estdi(@ahiguchiet al. 1999).

A linverse, I'enzyme GnT-Ill semble inhiber la foation des métastases par
compétition pour le substrat avec GnT-V. L'ajouti’résidu GIcNAc er31-4 sur lef3-
mannose du coeur trimannosylé par GnT-I1l entraggendodifications conformationnelles qui
rendent le sucre néo-formé inaccessible comme ratihtur GnT-V (Schachter 1986). La
guantité de structurdgsl-6GIcNAc est alors fortement diminuée et le nomiieemétastases
réduit (Yoshimuraet al. 1995). GnT-lll possede également une activité lssrmolécules
d’adhésion cellulaires, telles que les intégrinedas E-cadhérines (Zhaat al. 2006). Ces
derniéres vont réguler, de maniére positive, lasttaption du gene codant pour GnT-IIl, qui

va alors, de maniere rétroactive, glycosylée lea@érines, favorisant ainsi leur résistance a
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la protéolyse et leur accumulation dans les costeefiulaires. Ceci favoriserait I'agrégation
des cellules tumorales les unes avec les autgwdtendrait ainsi le détachement de colonies
métastatiques (Pinhet al.2009) Figure 1.18).

GnT-TIIT

E-cadhérine

ﬂ uoissaudx2
o
%
X
o

Intégrine >N

= | SN

Augmentation des GnT-V Suppression des
métastases A= métastases

Figure 1.18. Schéma résumant les roles antagonistes des enzyr@ed -11l et GnT-V.

L’augmentation de I'expression de GnT-V dans ldklgs épithéliales a pour conséquence
une perte de linhibition de contact et une augmigmt de la motilité cellulaire. En
contrecarrant I'activité de GnT-V, la surexpressienGnT-IIl provoque une augmentation de
'adhésion cellulaire via les E-cadhérines et intégs, réduisant ainsi fortement les
métastases. Gn'N-acétylglucosaminyltransférase ; MEC, Milieu ExtediGlaire. Ce schéma
est inspiré de (Zhaet al.2008).

2.3.2.La fucosylation desN-glycanes

La fucosylation des glycoconjugués est égalemeast altération majeure chez les
patients atteints de cancers (Tatsumuaa al. 1977). N-acétyl3-glucosaminide al1-6
fucosyltransférase ou FUT&igure 1.17) est indispensable dans la prolifération et la
différentiation cellulaire puisque 70% des sourigtamtes qui ne possedent plus le gen@
meurent trois jours aprés la naissance et les\amas présentent d’importants retards de
croissance (Wangt al. 2005). De nombreuses études ont révélé une augtimentiu niveau
d’expression de FUT8 dans différentes lignées leatks cancéreuses, notamment celles du
poumon, du colon, de I'estomac (Miyos#t al. 1997 ; Muinelo-Romayet al. 2008), mais
aussi des ovaires (Takahashial. 2000) ou de la tyroide (Itet al. 2003). La-fétoprotéine
(AFP) est I'exemple le plus documenté de glycocgn@s modifieés par fucosylation lors d’'un

processus cancéreux. Une augmentation de l'actoleteFUT8 et, par conséquent, une
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surexpression de résidus fucoside sur I'uniquedstd-glycosylation (Asn 232) de I'AFP, au
niveau des tissus et dans le sérum, corrobore @venauvais diagnostic pour des patients
atteints de carcinomes hépatocellulaires et d’ayteghologies chroniques du foie (Khien
al. 2001), y compris suite a I'ablation de la tumear ghirurgie (Hashimotet al.2004).
Parallelement a GnT-lll, FUT8 posséde également acteon sur les molécules
d’adhésion en augmentant, de maniére significativexpression des E-cadhérines,
notamment dans les cancers colorectaux (Osinail. 2009). De plus, ti1-6 fucosylation
régulerait le turnover des E-cadhérines, favorisansi I'adhésion cellule-cellulén vivo
(Takahashet al.2009).
Ces structures sont fortement modifiées durantréegssus tumoral, engendrant de
lourdes conséquences pathologiques, notammentstmoissance et la survie des cellules,
leur habilité a coloniser les tissus environnamta métastaser ou sur leurs interactions avec

les cellules du systéme immunitaire (Brockhause€y60

2.4. Modifications des autres types de glycoconjugués

2.4.1.Glycolipides et cancer

L’expression des glycosphingolipides (gangliosidgikbosides et lactosides) est
également fortement perturbée durant la transfoomatumorale. De nouvelles structures,
normalement uniquement exprimées dans les stagbsyenmmaires précoces, apparaissent
(Tableau 1.1).

Les principaux exemples sont les gangliosides GD&R3 dans les mélanomes
(cancers de la peau) et cancers du cerveau ou &is3lds lymphomes de Burkitt (cancers
des organes lymphoides) ou cancers ovariens (Hako2@®0). A linverse, d’autres
structures peuvent disparaitre. Il est cependast difficile de savoir si I'apparition de ces
antigenes lipidiques est causée par une accunmulaes précurseurs due a une synthése
incomplete ou au développement de nouvelles voiesbisynthése provoquée par
I'activation de nouveaux geénes de glycosyltransiEsa(Hakomori 2008). De maniére
générale, ces modifications influencent le tauxcdgssance tumorale et jouent un réle clé
dans l'induction de l'invasion et la formation détastases, selon des mécanismes encore trés

peu connus. L'expression de ces antigenes lipidiqueoraux dans le microenvironnement
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de la tumeur aide les cellules tumorales a échagpaysteme immunitaire de I'h6te (Birkle
et al.2003).

oL
sLe® = Pancréas
a3\/p sMMp 3\ _Jp4 Cer
SRRl DR Cer
sLe* a Sein, poumon
Jp3llp3Jaa \Jpa Cer
Globo-H a Sein, prostate
Lymphom
Gb3 Oz O 7@ Cer ymphome,
ovaire
Mélanom
GD3 Q79070 Cer elanome,
cerveau, sein
- .
GD2 q3 X Cer Mélanome,
% cerveau

O Gal [] GaNAc @ 6Glc M GIcNAc <« Fuc € NeuAc

Tableau 1.1. Principales structures de glycosphingolipides cancgux chez I’homme.

Les carrés bleus schématisent les résidus GlckA&aonds jaunes schématisent les résidus
Gal, les triangles rouges schématisent les rédidgs Les images ont été réalisées sur la
plateforme GlycoWork Bench (Ceroei al.2007).

2.4.2.Protéoglycanes et cancer

Méme si la plupart des protéoglycanes sont modifass le processus cancéreux, que
ce soit au niveau de leur contenu oligosaccharediou de leur distribution, les héparanes
sulfates (HS) restent les seuls réellement impsciens la pathogénicité du cancer. Ils sont
naturellement composés de domaines hypersulfabésmanément dénommés domaines S,
séparés par des régions faiblement sulfatées, éaspeegiondN-acétylées ou domaine A.

Cette organisation particuliere permet d’isoler siéss de reconnaissance spécifiques pour les
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hY

différents partenaires d’interaction de ces moksulAjoutée a leur grande diversité

structurale, ces molécules sont capables de «giiaio> avec de nombreux partenaires tels
que les facteurs de croissance, les chimiokines,cigokines, des enzymes, la matrice
extracellulaire ou des molécules d’adhésion et rassudes rbles variés dans la cellule

(Imbertyet al.2007).

Comme la majorité des composants cellulaires, I8ssHbissent des modifications
structurales importantes durant la transformatiomdrale. Ces perturbations induisent par
exemple une diminution d’expression de certains ($&ndersonet al. 2004) ou une
modification de laO-sulfatation des domaines S (Jaysral. 1998). Ne présentant plus la
méme structure, ces HS modifiés conférent alorsadevelles propriétés a la cellule, dont la
transformation cellulaire, la croissance tumordée,formation de métastases ou encore
I'angiogenese. Ces modifications peuvent egaler@gatcontrolées par la cellule elle-méme
qui s'octroie ainsi, de maniere dynamique, de nbese propriétés oncogéniques
indispensables (Liet al. 2002 ; Sasisekharast al.2002). Par exemple, durant I'invasion, les
cellules tumorales vont sécréter des enzymes capalel dégrader a la fois les composantes
protéiques et oligosaccharidiqgues, dénommeées rigp@ment matrix metalloproteinases et
héparanases. Ces derniéres vont cliver les HSvaaunde leurs domaines faiblement sulfatés
libérant ainsi de courts motifs de sucres de qusdDa. Les perturbations provoquées alors
au niveau de ces HS seront a l'origine d'une augatiem du caractere métastatique du
cancer accompagnée d'une diminution du taux de iesupost-opératoire des patients
(Vlodavskyet al. 2008). Les modifications structurales des GAGg ggalement a 'origine
d’autres perturbations cellulaires telles que lediement du fonctionnement des intégrines,
des facteurs de croissance... La liste des conséesieimcluites par une modification
structurale des GAGs dans le cancer n’est évidermpanexhaustive lorsque I'on considere
le nombre important de molécules impliquées damedannaissance des GAGs et ne sera pas

davantage développée dans ce manuscrit.

2.4.3.Ancres GPI et cancer

Plusieurs études ont démontré une perte partiall®t@le de protéines a ancre GPI a
la surface de cellules cancéreuses (Rege and H&fix), notamment celles a l'origine des
lymphomes de Burkitt. Cette perte d’expression @dug expliquée par une perturbation dans
la transcription des gen@dGL et PIGY impliqués dans les premieres étapes de biosynthése

des ancres GPI (Het al. 2009). Méme si les conséquences physiologiques dueette
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diminution d’expression n'ont pas été clairemertirigs, elle semble néanmoins associée
aux cellules cancéreuses avec un potentiel pratifémportant.

A l'inverse, d’autres protéines a ancre GPI sonmtefoent surexprimées dans les
cancers humains, dont deux appartenant a la fanedematrix metalloproteinases (MMP).
Cette famille est composée d’endopeptidases adont I'implication dans la progression
cancéreuse, la régulation des métastases et Igamgse a été démontré depuis longtemps.
Deux membres de cette famille MT4- et MT6-MMP stmtement exprimés dans plusieurs
cancers humains (cerveau, colon, prostate aindiegugliomes). Elles sont impliquées dans la

progression de la maladie et la formation des neas (Sohagt al.2008).

3. Lectines et cancer

3.1. Définition et historique des lectines

3.1.1. Définition

Les interactions protéines-glucides jouent un réksentiel dans de nombreux
phénomenes de reconnaissance et d’adhésion a@luGes interactions intercellulaires sont
notamment assurées par des protéines particulidieggine non immunitaire, appelées
lectines (Lis and Sharon 1998). Elles ont la capaié reconnaitre et de fixer spécifiquement
de maniere non covalente et réversible, des stegtwligosaccharidiques sans les
transformer. Ces protéines sont présentes dansldotggne vivant avec une trés grande
diversité structurale et jouent des réles variésda vie sociale des cellules et les interactions
avec l'environnement (Sharon and Lis 2004). Elleterviennent notamment dans des
phénomenes de reconnaissance hote-pathogene (§bkrmaine du virusinfluenza est
responsable de l'adhésion du virus aux cellulese hétt initie I'infection), dans des
mécanismes de défense chez certains invertébréagglutinant les pathogenes, dans
I'établissement de symbiose entre les bactériessdu du genreRhyzobiumet les
légumineuses ou encore dans les phénoménes d'itdmunnée en favorisant la
reconnaissance des leucocytes sur les cellulestredliddes pour initier la réponse

immunitaire Figure 1.19). Malgré cette derniére caractéristique, les hesin’appartiennent
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pas au systéme immunitaire de I'hote, a la difféeedes anticorps. Cette distinction permet

de souligner la différence entre lectines et imrtéuimnée et anticorps et immunité acquise.

Cellule

Hormones

Figure 1.19. Role des glycoconjugués situés a la surface celluéa
Représentation schématique d’exemple d’interactiectines-sucres.

3.1.2. Historique

A la fin du XIX®*™®siécle, plusieurs études mettent en évidencestemce de protéines
capables d’agglutiner naturellement des hématies éoythrocytes, dou leur nom
d’hémagglutinines. La premiere description de 'aleeces protéines a été realisée par Peter
Hermann Stillmark durant sa thése de doctorat &8 E8l'université de Dorpat (aujourd’hui
Tartu en Estonie) ou il présenta une hémagglutitriée toxique extraite des graines du ricin
(Ricinus communjs appelée ricine. En 1919, James B. Sumner, daveusité Cornell
(Ithaca, New York), isola a partir du poiSgnavalia ensiformijsla premiére hémagglutinine
pure, la concanavaline A (Sumner 1919). Il fallatignter presque vingt ans et les travaux de
Sumner et Howell en 1936 pour que la spécificit€aeprotéines pour les sucres soit mise en
évidence avec l'inhibition de I'hémagglutination teconcanavaline A par du saccharose
(Sumner and Howell 1936).
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En 1940, environ 40 ans apres la découverte degpgsosanguins A, B et O par Karl
Landsteiner de l'université de Vienne, William Coy@l de l'université de Boston et Karl O.
Renkonen de l'université d’Helsinki démontrent petsificité de ces hémagglutinines pour les
différents groupes sanguins humains. Cette déctaigenduira Boyd et Shapleigh en 1954 a
proposer pour ces protéines le nom de lectines,latin legere qui signifie choisir,
reconnaitre (Boyd and Shapleigh 1954) (revue paar(s and Lis 2004)).

Avec l'introduction des chromatographies d’affinpéur la purification de lectines
par Irwin J. Goldstein et Bipin B. L. Agrawal deufiiversité du Michigan (Agrawal and
Goldstein 1965) le nombre de lectines caractériseéesnsidérablement augmenté ces 40
dernieres années. Elles sont aujourd’hui largeméhsées dans différents domaines de la
biologie, notamment pour le typage des groupesuwasgla stimulation mitogénique des

lymphocytes ou encore le marquage histochimiqueetleles cancéreuses.

3.1.3. Affinité et spécificité des lectines

Les lectines reconnaissent de maniere spécifiqee nd@no- ou oligosaccharides.
Basée sur leur spécificité, les lectines sont ékssen cing groupes différents selon le
monosaccharide pour lequel elles présentent lafpttes affinité : i) les lectines a Man, ii) les
lectines a Gal/GalNAc, iii) les lectines a GIcNAe) les lectines a Fuc et v) les lectines a
NeuAc (Lis and Sharon 1998). Cette reconnaissarsteseuvent déesignée comme la
« spécificité primaire » des lectines. Ces mondsaides et leurs dérivés sont les principaux
constituants des épitopes des surfaces cellulairearyotes. A quelques exceptions pres, les
lectines n'ont pas une trés grande affinité pourddigands monosaccharidiques, avec des
constantes d’affinité¢ de Il'ordre du millimolaire Kt Cette affinité moyenne est
généralement compensée par la multivalence derog&nes. Elles sont également capables
de reconnaitre des structures oligosaccharidiglies gpmplexes, composées de deux, trois
voire quatre résidus. Dans ces cas la, les coestatdffinité peuvent étre jusqu’a 1000 fois
supérieure (Dam and Brewer 2002). Certaines lextieies que PHA-L et PHA-E de
Phaseolus vulgarispossedent méme des spécificités strictes pour oligesaccharides
(Cummingset al.1982).

La sélectivité des lectines vis-a-vis de leursridg est relativement importante. Par
exemple, les lectines spécifiques du galactose&agissent pas avec le glucose, son épimere
en C4 ou avec le mannose, épimere du glucose eb€2a méme maniere, les lectines

spécifigues du mannose ne reconnaissent pas letagda Cependant, ces regles ne sont pas

-36 -



Introduction

toujours vérifiées. Par exemple, la plupart degires qui fixent le galactose, dont
I'agglutinine du soja (SBA), reconnaissent aussi somologueN-acétylé (Goldstein and
Poretz 1986). Certaines lectines peuvent égalememngnnaitre le mannose et le fucose
comme PA-IIL dePseudomonas aeruginoginberty et al. 2004). Ce phénomene est du a la
présence des hydroxyles dans une topologie tréedasien De plus, certaines lectines
présentent une spécificité anomérique et peuvestinduer la configuration en C1 de
monosaccharides tels que I'alpha-méthrgalactoside et le beta-métthydgalactoside.

Les lectines sont des protéines ubiquitaires qéismtent une grande diversité
structurale. Le nombre de structures cristallogiauds de lectines est en constante
augmentation. Plus de 840 structures, principal¢mistenues par cristallographie aux rayons
X, sont actuellement résolues et répertoriees daes base de données développée au

laboratoire ittp://www.cermav.cnrs.fr/lectingsLa banque de données comprend ainsi 50

familles structurales différentes dont six sontridime végétale, vingt d’origine animale, dix
d’'origine bactérienne, huit familles d’origine faqge, cing d’origine virale et une famille
d’algues Tableau1.2).

Origine Exemples de lectines Native Complexé Total
Plantes Ricine 100 219 319
Concanavaline A
Bactéries PA-IL de P. aeruginosa 39 95 134
Toxine de cholera
Animaux _ E-selectin 81 172 253
Helix pomatia agglutinin
Virus Hemag_glutmme de_V|rus 33 40 73
Capside de rotavirus
Champignons| Lectine de mousseron 26 27 53
Algues Griffithsine 2 7 9
Total 281 560 841

Tableau 1.2. Récapitulatif des structures tridimensionnelles déectines
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3.1.4.Applications des lectines en cancérologie

Le taux de survie d’'un patient atteint d'un canest étroitement lié au stade de
développement de la maladie au moment du diagnd3tics le dépistage est realisé de
maniére précoce, meilleures sont les chances désgn£Ainsi, selon l'institut national du

cancer \Wwww.e-cancer.fy, lorsque le cancer colorectal est dépisté etétrprématurément

(cancer superficiel dans la paroi), le taux de isuevcinqg ans est de 94%. D’ou l'intérét
permanent de découvrir de nouveaux marqueurs paigtection de tous types de cancers.
Des molécules glycosylées sont d’ores et déjesadh en médecine pour le diagnostic
de certains cancers. Nous pouvons citer parmi las pépandus les marqueurs CEA
(carcinomembryonic antigen) pour le dépistage ducea colorectal (Gold and Freedman
1965), CA-125 pour le cancer de l'ovaire (Bastal. 1981), PSA (prostate-specific antigen)
pour le cancer de la prostate (Stanetyal. 1987) ou encore AFPRu{fetoprotein) pour le
cancer du foie (Khieret al. 2001). Ces molécules sont des protéines présdetesaniere
anormalement élevée dans le sérum des patientsl@saldinsi, leur dosage sérique renseigne
sur le développement de la maladie et/ou I'éventisgiue de récidive aprés une chirurgie
pour I'ablation de la tumeur (Past al. 2009). Ces protéines sont toutes glycosyléesuet le
glycosylation est modifiee lors de la transformatimmorale (Tabaregt al. 2006). Ces
variations de glycosylation pourraient alors éttdiseées dans le dépistage du cancer,
notamment avec l'utilisation de nouveaux outils coenles lectines. L’AFP, par exemple,
possede un site déglycosylation. Il a été démontré que les fractidi®-P reconnues par la
lectine de lentilleLens culinarisagglutinin (LCA), spécifique de I'épitope Fut-6GIcNAC,
sont associées a un faible pronostic vital poupkdgents atteints de cancer du foie (Tatla
al. 2005), ce qui indique que la fucosylation de 'ABBut étre associé a un pronostic
préoccupant. Le marqueur PSA, quant a lui, pededgat présenter des taux anormalement
élevés dans le sérum de patients atteints de pagibslbénignes. En conséquence, en utilisant
uniquement le dosage du PSA pour le dépistage doecale la prostate, de faux positifs
peuvent étre révélés. En 2004, Ohyahal. ont néanmoins démontré que la lecti@ackia
amurensisagglutinin (MAA), qui reconnait les acides siakgulies ena2-3, présente une
affinité plus importante pour le PSA issu de patiaiteints de cancer plutdt que celui issu de
patients atteints de maladies bénignes de la peostas résultats sont donc encourageants
pour l'utilisation de cette lectine dans le diagimsglu cancer de la prostate (Ohyastaal.

2004). D’autres exemples de lectines intéressamtes le diagnostic peuvent étre énumereés.
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La lectine de haricoPhaseolus vulgarigPHA-L) reconnait, de maniéere spécifique, s
glycanes branchés @1-6, particulierement associés a la malignité dicea Une corrélation
entre la fixation de PHA-L sur des coupes de cander sein et du colon et le mauvais
pronostic vital associé a d'ailleurs pu étre misésidence (Fernandest al. 1991). Deux
autres lectines végétales, dénommkelura pomiferaagglutinin (MPA) etVicia villosa
agglutinin (VVA) sont respectivement spécifiquess dantigénes T (GRL-3GalNAcO-
Ser/Thr) et Tn (GalNA®-Ser/Thr). Sachant les conséquences pour le patient
développement de ces épitopes, ces lectines soat phrticulierement importantes pour le
diagnostic de cancers a fort impact pathologiquerdirianet al. 2008). Une autre lectine,
issue de l'escargot de Bourgogne, appéiédix pomatiaagglutinin (HPA), est également
spécifiqgue de I'antigene Tn. De nombreuses étudépw mettre en évidence son caractere
prédictif pour l'identification de cancers a failjpeonostic vital. Ses caractéristiques seront
largement développées dans le paragraphe suivemprincipales lectines impliquées dans la

reconnaissance d’épitopes cancéreux sont résurageseatableau 1.3

Motif glycannique

Lectines Espece d’origine reconnu

Dolichos biflorus agglutinin (DBA) Fleur du méme nan GalNAc
Lens culinarisagglutinin (LCA) La lentille Fucal-6GIcNAc
Griffonia simplicifolia (GSI-A4) Fleur du méme nom Galpf1-4GIcNAc

Griffonia simplicifolia (GSI-B4) Fleur du méme nom Gal
Helix aspersaagglutinin (HAA) L’escargot petit gris GalNAc
Helix pomatiaagglutinin (HPA) L’escargot de Bourgogne aGalNAc
Limex flavusagglutinin (LFA) La limace Neu5Acn2-3 /a2-6

Maackia ar?“ljlfAn)snsagglutlnm Le maackie de I'amour Neu5Aa2-3Gal

Maclura pomiferaagglutinin (MPA) L’oranger des Osages Galp1-3GalNAc

Phaseolus vulgaris N-glycanespB1-6
9 Le haricot gy B

leukoagglutinating lectin (PHA-L) branchés
Soybearagglutinin (SBA) Le soja GalNAc a etf3
Sambucus nigraagglutinin (SNA-I) Le sureau noir NeuSAm2-6
Ulex europaeusagglutinin (UEA-I) L’ajonc d’Europe aFuc
Vicia villosa agglutinin (VVA) La vesce poilue GalNAc a et
Wheat germagglutinin (WGA) Le blé GIcNAc

Tableau 1.3. Principales lectines utilisées pour la mise en éwdce de glycotopes en

oncologie.

-39 -



Introduction

3.2. Utilisation de la lectine HPA comme outil de diagnstic dans le

cancer

3.2.1.HPA, marqueur de cancers a fort pouvoir métastatiqe

Depuis maintenant plus de vingt ans, la lectine HRRAtraite de I'escargot de
Bourgogne est utilisée en histopathologie commequer de plusieurs cancers, dont les
adénocarcinomes du sein, de I'estomac, du colonpaltmon mais aussi les mélanomes.
Cette lectine a la particularité de reconnaitreciipfiement des glycoépitopes présents a la
surface des cancers primaires, associés au déeeh@m de métastases notamment dans les
ganglions lymphatiques, impliquant, a court terno@ mauvais pronostic vital et un
raccourcissement de la vie des patients. Ellegggement capable de se fixer sur des épitopes
présents sur les cellules ayant déja métastaséssé8ultats ont été tout d’abord démontrés,
in vitro sur des coupes de tissus cancéreux issus de patient I'historique de la maladie
était connu Figure 1.20). Que ce soit pour le cancer du sein (Brooks azmthem 1991), de
I'estomac (Kakejiet al. 1994), du colon (lkedat al. 1994), du poumon (Laackt al. 2002)
mais aussi pour les mélanomes (Thigsal. 2001), la plupart des tumeurs marquées
positivement par HPA ont la capacité de métastsmédans les ganglions lymphatiques soit
dans d’autres organes périphériques. En effetggeetoit la localisation du cancer primaire
et des métastases, 80% des cancers a caractergatigti@ sont marquées positivement par
HPA. Néanmoins, 20% restent insensibles au marquzagré leur capacité a métastaser
(Schumacheet al. 1992 ; Brooks and Leathem 1998). Un déreglemena deachinerie de
glycosylation dans les cellules cancéreuses pawxaliquer ces résultats (Brooks 2000).

La particularité d’HPA a reconnaitre les cancefailsle pronostic vital a également pu
étre vérifiéen vivo en injectant des lignées cellulaires cancéreusgastatiques ou non dans
deux systemes de souris immunodéficientes, lesissowrde incapables de produire de
lymphocytes T et les souris scid pour severe coatbimmunodeficiency qui ne produisent
aucun lymphocyte mature et fonctionnel. En effeg lignées cellulaires de mélanomes
reconnues par HPA forment plus facilement des rtasas dans les poumons des souris nude
qgue celles qui ne sont pas reconnues par la leffjomniksenet al. 1994). Des résultats
paralleles ont été également obtenus avec dessseeid. Sur les 26 animaux transplantés

avec des lignées cellulaires de sein et de cologundas positivement a HPA, 23 développent
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des métastases aux poumons alors que seulemenadieuxux sur 28 transplantés avec des
lignées HPA négatives métastasent (Schumacher aathAL997). Le marquage chez les
souris transplantées par une lignée cellulaire stetigue est moins intense que celui de la
méme lignéen vitro ce qui montre que I'hétérogénéité de la reconaniss d’'HPA est plus

Figure 1.20. Marquages positif (A) et négatif (B) par HPA biotinylé d’adénocarcinomes

du poumon. Grossissement x200 (Laaost al.2002).

En revanche, aucune association n'a pu étre misvielence entre d’autres facteurs
tels que la taille de la tumeur, I'age, le sexdeogroupe sanguin du patient et son pronostic
vital (Brooks 2000). Ce dernier point a néanmoitésadntredit par Welindegt al. en 2009
gui observent une corrélation entre les groupegusas des patients et le marquage par HPA
de cancers du sein (Welindetral. 2009). Cette étude démontre également des diffésede
marquage a l'intérieur d’un groupe de patients @dast le méme groupe sanguin. Des études
complémentaires devront étre réalisées pour éclaggoint.

3.2.2.Importance du choix de la méthode de détection

Malgré le fait qu’'un nombre important d’études @émontré une relation claire entre
le marquage par HPA et le faible pronostic vitad gatients atteints de cancers, un groupe n’'a
cependant pas pu vérifier ces résultats (Gustet993). Cet écart pourrait étre du a des
différences dans les techniques immunocytochimigtibsées pour la détection.

Toutes les études qui ont illustrées avec succesamélation entre la reconnaissance

d’'HPA et le faible pronostic ont utilisées soit uleetine native associée a un systéme de
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détection indirect utilisant un premier anticorp®i-4lPA, un second anticorps biotinylé
dirigé contre le précédent et un complexe stregiagiperoxydase qui, apres ajout du
substrat de I'enzyme, donnera une coloratibigyre 1.21. B, soit une lectine HPA
conjuguée a une petite molécule de biotine, ufitisdirectement le complexe avidine-
peroxydase pour la révélatioRigure 1.21. Q (Laacket al.2002). Gustersoet al.ont, quant

a eux, utilisé une lectine directement couplée alumineux complexe streptavidine-

® 00 ® © ® 00 ()
® Glycotopes reconnus Anticorps polyclonal de Marquage a la
par HPA lapin anti-HPA peroxydase
N\ HPA native
Anticorps biotinylé de . .-
A ; cochon anti-anticorps Avidine/streptavidine
HPA biotinylée de lapin

peroxydase pour une détection dire¢tiggre 1.21. A.

Figure 1.21. Différentes méthodes de marquage des épitopes caraaéx par HPA.

A. La lectine HPA est directement couplée au complewdumineux streptavidine-
peroxydaseB. Aprés avoir reconnu le glycotope a la surfacealedllule, la lectine HPA
native est reconnu par un anticorps polyclonalagenl anti-HPA, lui-méme reconnu par un
second anticorps de cochon biotinylé anti-anticatpslapin. La révélation se fait suite a
I'ajout du complexe streptavidine-peroxydaSe.La lectine HPA biotinylée est reconnue par
le complexe avidine-peroxydase.

Une étude de 1996 a tenté de comprendre ses difgsale résultats en marquant une
série de 373 cancers primaires de sein selon détixoges : la premiére directe et la seconde
indirecte employant le couple d’anticorps spéciigjudécrit précédemment (Brooks al.
1996). Les résultats étaient surprenants. Quelgitdasméthode utilisée, 79% des cancers
étaient marqués positivement par HPA, 21% n’étastrpconnus. Cependant, la comparaison
de maniére plus précise des résultats montre quen\l0% des cas « négatifs » par une
méthode devenaient « positifs » par l'autre et viexsa et que la méthode indirecte produisait
des informations pronostiques plus fiables que éhode directe. Ces différences ne sont
néanmoins pas seulement dues aux variabilités mgbd@é entre les deux méthodes mais
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aussi a l'utilisation de lectine conjuguée ou nba.complexe streptavidine-peroxydase est
tres volumineux en comparaison a HPA et pourraitsainterférer avec le site de liaison de la
lectine modifiant ainsi ses caractéristiques desdia Cette technique, malgré sa facilité
d’utilisation, semble donc a éviter pour un proiwsalide. En revanche, l'utilisation d’'HPA

conjuguée a une molécule de biotine beaucoup ptisepque le complexe streptavidine-

peroxydase est une méthode aussi sensible et figiglda méthode indirecte et sans doute
moins fastidieuse (Brooks and Wilkinson 2003). beix de la méthode de détection pour le
marquage de cancers par HPA est donc primordial anserver le caractere prédictif de la

lectine et s’assurer ainsi de la validité des téssil

3.2.3.ldentification des glycotopes reconnus par HPA

Le marquage par HPA a la surface des cellules cemsés est, lorsqu’il a lieu,
généralement intense et distribué sur une portidrstantielle de cellules. La coloration est
cytoplasmique et granuleuse avec une localisatiarqueée du contour des cellules
(Schumacher and Adam 1997 ; Saint-Guiratsal. 2007). Des études par microscopie
confocale ont également révélé un intense marqdagéppareil de Golgi (Brooks 2000).
Quelgque soit sa localisation, le marquage peutiglibé aprés une incubation en présence de
N-acétylgalactosamine, résidu monosaccharidique ifepée d’HPA (Brooks and Carter
2001).

Depuis de nombreuses années, les efforts se socgmnés sur I'identification du ou
des glycotopes reconnus par HPA, afin de tentexptiguer les perturbations des voies de
glycosylation engendrées par les processus de fimmdes métastases et d’identifier ainsi
les étapes clé a cibler pour une meilleure efftéathérapeutique. Les différentes études
publiées utilisaient principalement deux méthodesl'une part, les techniques
d’électrophorése sur gel de polyacrylamide en dardidénaturante (SDS-PAGE) et
WesternBlot ou Il'anticorps primaire est en réaligé lectine HPA et dautre part, la
purification d’extraits cellulaires directement stalonne HPA-agarose. Ces publications ont
pu mettre en évidence la présence de plusieuromlgteines reconnues par la lectine
(Schumacheet al. 1995 ; Brookset al.2001). Tres récemment, I'équipe du Dr. Miriam Dwek
a Londres a isolé, par purification sur colonne F&fharose, seize protéines membranaires
reconnues par HPA a patrtir de la lignée de canulerectal fortement métastatique HT 29.
Ces protéines ont été identifites comme étant fegiinesa6 et aV impliquées dans

'angiogenese, les annexines A2 et A4 assurantdls dans les phénomeénes d’adhésion
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cellulaire, d’apoptose et de formation des métastasais aussi [g-actine, la- et3-tubuline,
protéines du cytosquelette impliqguées dans la i#otikllulaire et I'invasion métastatique et
les cytokératines 8 et 18, retrouvées en complege des protéines impliquées dans les voies
anti-apoptoptiques telles que Hsp70 et Hsp90 (Sairntonset al.2007).

La partie oligosaccharidiqgue des glycoconjuguésmeaes par HPA est toujours
inconnue a ce jour. Son identification serait panirtprimordiale pour la compréhension des
processus de cancérisation et de formation desstaé&és mais également des phénomenes
d’invasion cellulaire (Ryeet al. 1998). Deux approches ont été principalementldppées
pour tenter d’identifier ce ou ces glycanes assogia formation des métastases. La premiere
technique basée sur I'emploi de glycosidases édiftss a démontré que les structures
reconnues par HPA étaient formées entre autreggigus de polyN-acétyllactosamine liés
sur la protéine via un lieN-glycosidique mais le fait que ces glycanes sgpemtés par un
lipide ne peut néanmoins pas étre exclu @toal. 1996). La seconde approche consiste a
marquer les mémes échantillons cancéreux avec raht® lectines aux spécificités
relativement proches ou avec des anticorps. Pangee le marquage de cellules du sein par
les lectines HPA et DBA, spécifiques du GalNAc at pn anticorps dirigé contre I'antigene
Tn, épitope longtemps considéré comme ligand eXcldPA ont été comparé (Springer
1989). Les résultats démontrent que méme si lafgpcprimaire est identique pour les trois
protéines, les marquages obtenus sont tres différedPA reconnaissant davantage
d’épitopes que DBA et l'anticorps anti-Tn. lls sigulent ainsi la capacité d’'HPA a
reconnaitre et différencier des structures plusptexes, probablement formées de plusieurs
monosaccharides (Brooks and Leathem 1998). En 20@4,des structures reconnues par
HPA a été caractérisée pour la premiere fois deigramelativement imprécise, grace a
plusieurs étapes de purification. Un oligosaccleafioitement reconnu par HPA, nhommé
HPA glycan 1 ou HPAglyl, a été isolé a partir dgcgprotéines de lignées de cancers du sein
purifiées sur colonne HPA. L’étude de son rayonrbglginamique a indiqué qu’il serait forme
de quatre unités monosaccharidiques neutres et aliole sialique (Dwelet al. 2001).
L’émergence de nouveaux domaines de compétenceqtedsla glycoprotéomique par
exemple, avec l'analyse par spectrométrie de mabsestructures glycanniques des
glycoconjugués devrait considérablement facilitacdession a ces glycanes reconnus par
HPA. Ces méthodes nécessitent cependant un artsehalique et humain perfectionné, ce

qui ralentit I'obtention de nouvelles données.
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4. La famille des lectines de type H

4.1. HPA

4.1.1.Caractérisation biochimique

Helix pomatiaagglutinin est une lectine qui a été identifiék din du XIX°™ siécle

dans l'escargot de Bourgogne (Camus 1899). Priteipent localisée dans sa glande a
albumine, elle assurerait un réle dans la fertilisaet la protection des ceufs, en agglutinant
les éventuels pathogénes. Cette lectine a la pltit® d’agglutiner spécifiguement les
érythrocytes appartenant au groupe sanguin A ajatslle n’a aucun effet sur ceux des
groupes sanguins B et O. Sa spécificité pour lielués-acétylgalactosamine et en particulier
'anomére alpha a été déterminée depuis maintgrastde 50 ans (Hammarstrom and Kabat
1969) mais HPA est également capable de reconm$rstructures plus complexes avec des
affinités parfois meilleures que celles observams e monosaccharide. Les ligands suivants
sont classés par ordre de préférence : antigenBodesman GalNAcl-3GalNAc-R) >
épitope du groupe sanguin AGalNAcl-3joFucl-2]Gal) > antigene TraGalNAc-Ser/Thr)

> GalNAc > GIcNAc (Wu 1991 ; Sanchetz al. 2006). L'étude de sa spécificité, par glycan
array, démontre également qu’'HPA est capable dmnagtre I'antigene T (GRL-3GalNAc-
Ser/Thr) Figure 1.22) (Sanchezt al. 2006). Elle a été identifiée comme étant un hexame
d’un poids moléculaire de 79 kDa (Hammarstrom aafld€ 1969). Son fractionnement en au
moins douze composants par la technique d'éleatatiEation révele qu’elle se présente
probablement sous différentes glycoformes (Vretlelaal. 1979).
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Figure 1.22. Analyse, par glycan array, de la spécificité d’HPASanchezet al.2006).

Au sein du laboratoire, notre équipe a réussi aeslde géne codant pour HPA. En
effet, grace a la structure cristallographique obéavec la protéine commerciale et détaillée
dans le paragraphe suivant, des fragments de sgspigreptidigues d’HPA ont pu étre
déterminées. Des amorces dégénérees spécifigiddatminal de la protéine mature ont été
congues et le gene codant pour HPA a pu étre sslartir des ARN totaux d’escargot. Le
géne code pour une protéine mature de 101 acidesesnprécédée d’'un peptide signal qui
en comporte 20. Le poids moléculaire calculé dertdéine mature est de 11,3 kDa, avec un
point isoélectrique (pl) estimé de 8,20. HPA possgd site déN-glycosylation au niveau de
I’Asn 34. Les analyses par spectrométrie de massetuélé plusieurs glycoformes, avec des
masses moléculaires correspondant respectivemamtdémére non glycosylé, mono- ou di-
glycosylé (Sancheet al.2006). L’écart entre chaque pic correspond &lughycane de faible
poids moléculaire, caractérisé comme étant le cpeatasaccharidique classique dés
glycanes (MasGIcNAC;), additionné d'un résidu fucose lié af-6 sur le GICNAc interne et
d’'un résidu xylose lié erl-2 sur le mannose branché. Cette structure geidiest

particulierement représentée surdeBémocyanines telix pomatia(van Kuiket al. 1985).
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Les paramétres thermodynamiques de l'interactidregdPA et le GalNAc ont été
déterminés par microcalorimétrie isotherme detiitra La constante de dissociation s’'éléve a
1,3.10" M. Cette liaison est fortement dirigée par I'efpfi@ puisque I'énergie libre de
l'interaction AG = -22 kJ/mol) a une contribution enthalpigdgd de -35 kJ/mol
contrebalancée par une entropie fortement défaleondts de -13 kJ/mol. Toutes ces valeurs

sont caractéristiques des interactions de typakesucre.

4.1.2.Caractérisation structurale

La structure cristallographique d’HPA a été résahwelaboratoire a 2,5 A pour la
structure native (PDB 2CE®) et 1,3 A pour le corelavec le GalNAc (PDB 2CCV), dans
les groupes d’espace 2@ et H32, respectivement (Sancle¢zal.2006).

Chaque monomere d’'HPA est composé d'un sandvictiormé de six brins
antiparalleles. Chaque brin est connecté au suipantune petite boucle, excepté pour les
brins A et B qui sont reliés par une boucle beapqaus longue, formant une épingle a l'une
des extrémités du sandwich. Les brins A et E sgliés par un pont disulfure intramoléculaire
entre les cystéines 9 et dddure 1.23. A). Chaque monomere est relié a un autre monomere
via I'établissement d’'un pont disulfure intermolitrte entre les cystéines 42 de deux
monomeres. Cette organisation permet la formation kbng dimére queue a queue. Associé
a deux autres dimeéres identiques, ils forment unetsire hexamérique, correspondant en
réalité a un trimere de dimérBigure 1.23. B). Ce type de repliement n’a jamais été décrit
précédemment et a donc donné naissance a une ledfaveille de lectines dite de type H.

La structure cristallographique obtenue en compéesex le GalNAc est tres similaire
a celle de la protéine native. Chaque hexameérept@sieux faces de liaison au sucre de part
et d’autre de la protéin€&igure 1.23. B).
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Pont disulfure
intramoléculaire

Face de liaison
au sucre

Figure 1.23. Représentation en dessin de la structure cristallagphique d’'HPA.

A. Monomere avec visualisation du pont disulfureantoléculaire entre les brins A et E.
Hexamere formé a partir d’'un trimere de dimeres.

Le site de liaison au GalNAc est formé d’'une poélreite a l'interface entre deux
monomeres, au niveau de la grande boucle reliaririas A et B, des extrémités des brins D
et E du méme monomere et de celles des brins Cdet ionomeére adjacerfEigure 1.24.

A.). Un ion zinc ZA*, représenté en rose surfigure 1.24 est également présent au niveau
du site de liaison. Il a été uniquement observé adamntains lots de protéines commerciaux et
est probablement du a une exposition des animaw@nts aux ions métalliques, gqu’ils ont la
capacité d'accumuler. La présence accidentelleedeation permet néanmoins de favoriser
des contacts intermoléculaires, a l'origine de ladification du groupe d’espace et de
I'amélioration de la résolution.

Huit liaisons hydrogéne sont observées entre I@pr® et son ligand. L'oxygene axial
04 établit trois liaisons hydrogene avec les clalattrales des acides aminés Arg 63, Trp 83
et Asp 55 du monomere adjacent, ce qui expliquerdérence d’HPA pour la configuration
D-galacto- L’Arg 63 est également liee aux oxygenes O5 delecgu GalNAc et O6. Ce
dernier est dirigé a l'intérieur du site et intatayec les chaines latérales des résidus Asn 61
et Asp 55 du second monomere. L'oxygene O3 fornselidesons hydrogéne avec I'oxygene
de la chaine principale de l'acide aminé Gly 2¢@tte, via une molécule d’'eau, la chaine
latérale de I'Arg 25. L’'oxygene du carbonyle du ggementN-acétyle du GalNAc est lié a
I'atome d’azote de la chaine principale de la Gly Bn revanche, le groupement méthyle du

GalNAc n’est impliqué dans aucun contact hydrophdbElis 84 établit quant a elle un
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contact important avec le C1 du GalNAc et favorgesi la fixation de 'anomere par

rapport auB (Figure 1.24. B). Des contacts de type Van der Waals ont égaletisnéentre

le groupement Chidu C6 du ligand et la Tyr 89 du monomeére vaisin.

Figure 1.24. Structure cristallographique du complexe entre HPAet le GalNAc.

A. Représentation d’'une face de liaison au sucreGAENAc, représenté en batonnets, se
situe & linterface entre deux monoméres. La sphése symbolise lion Zi. B.
Représentation du site de liaison. Les liaisongdgéhes sont matérialisées par des pointillés
verts. La sphére rouge représente une molécule.d’ea

Chague face de liaison présente donc trois sitdigidens distincts a chaque extrémité
de la protéine. Cette organisation particulierefé&@a la protéine de puissantes propriétés
agglutinantes.

Les structures cristallographiques d’HPA en complaxec les épitopes cancéreux Tn
(aGalNAc-Ser/Thr) (PDB 2CGZ) et Forssmam@alNAcl-3GalNAc-R) (PDB 2CGY) ont
également été résolues au laboratoire & une résolde 2,8 A, dans le groupe d’espace
P622 (Lescaret al. 2007). Pour les deux complexes, HPA adopte la métnecture
hexamérique que celle décrite précédemment. DasgUature avec I'antigene Tn, en plus
des contacts hydrogene et de Van der Waals démmg th structure en complexe avec le
GalNAc, une forte interaction hydrophobique esgeréntre le carboneoCdu résidu sérine
du ligand et la chaine latérale de I'His &4gure 1.25. A). Cette sérine pointe a I'extérieur

du site de liaison, ce qui autorise la reconnassale ligands plus long§&igure 1.25. B).
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Parallélement, dans le complexe entre HPA et b@mg de Forssman, le disaccharide étend
son extrémité réductrice a l'extérieur de la swefatu ligand dans une conformation
compatible avec la reconnaissance de ligands plagsl Figure 1.25. D.). La seule
différence par rapport au réseau de liaisons hygreglécrit pour I'antigéne Tn se situe au
niveau de la conformation du C5. Le second résiadNGc ne forme aucune liaison
hydrogene avec la protéine. Cependant, la faceoppdbique constituée par les groupements
CH des C4 et C5 forme des contacts de Van der VdaalsI'His 84 Figure 1.25.C.).

Figure 1.25. Site de reconnaissance d’HPA complexée avec lesigahes cancéreux.

A. Schéma du réseau de liaisons hydrogénes réales@ lantigene Tn.B. Surface de
Connoly de ce siteC. et D. Représentation pour I'antigene de Forssman. Ladigst issue
de (Lescaet al.2007).
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4.1.3.0ccurrence des protéines similaires a HPA

En recherchant dans les bases de données, plugimigsnes ont été identifiées
comme présentant des similarités de séquencesljpgets avec HPA, élargissant ainsi cette

nouvelle famille de lectines de type Hdure 1.26) (Sanchezt al.2006).

1 10 20 30 40 50 60

HPA REvVoseHIDC .ENDAGWAKVPSDDPGRDNTRE LAKNI TlAS PN/CRPEVEL LS I TOLEVEQED .WLEVIRRL

CHAII |RAQTGEIDY.[ESDSSWPKVPSDDPNEDRTRELVENVTPSPY CRPEKNILSVTTLSDHTE . NLEYQRRL

S8LL2a |[RLIHVSRCEMETSSHRCWP...... RECDITSSDEAISHWPPFENTHENI VS FGMLVDNSH . WLEVN[sSa

SLL2b |[RLIHVERCEMETSTHRCWP...... RPCDTSSDEB|I slHWE BIF BN TN GI~'E|LE‘.F3N1 N . |[WLEIVNS S

8LL2c ‘F.LTE‘JERC‘JMr-SS'I‘Z—IYCWP ...... sgcﬂ"f'azars Q]_P_T‘EII-JTN' Bv:)s‘ PNPJLB

Discl |[VTQVGERDIYT[EDNCALNTGS....... RE QFE|[FA|T LEgKPIL IWCTDZ

DiscII |[SVOVGEVSI.[EDRSLNSGT........ GeRTIVRHVEGPVEFLS VJIE KKVIAHTDNGoMEWECKS
89 9(_) 10(_)

HFA SKASCYTLHNTRVYSMEISWISIENY.

CHAII JSASSY|THDTTIYRMELSWLAVED. .

SLL2a JTLHYNSYTTIVWNYELIWIACD. . .

SLL2b gTLEHYHSL YT TVWNY[ELIWIACD. . .

SLL2c YTLHFNTLANTIV NN‘:.|1LIN1'“.ED .

DiscI JDCVFYTNENKVYSLRADYIATALE .

DiseIl JDLTFITGNNAVYDLITFDYVAVEFNN

Figure 1.26. Alignement des séquences peptidiques d’'HPA, de CHL| lectine de
I'escargot C. hortensis des trois isogénes de SLL-2, lectine du cordl. lochmodest des

discoidines de I'amibeD. discoideum

La séquence peptidique qui présente la plus siikdélde séquence avec HPA (60%)
correspond a la lectine spécifique du GalNAc CH-kixtraite de la glande a albumine de
I'escargotCepaea hortensi§Gerlachet al. 2005). HPA est également homologue avec une
autre lectine d’escargot, décrite par le méme groep appeléeHelix pomatia lectin
(Q575S3_HELPO). Ces trois lectines ont la mémdetast semblent présenter le méme
arrangement hexamérique puisque les cystéines qugas dans la formation des ponts
disulfure intermoléculaires sont conservées.

SLL-2, lectine isolée a partir du corabinularia lochmodes présente également
d'importantes similarités avec HPA, en termes dqusgace (23% a 25% suivant les
isoformes) et de taille (94 acides aminés). Le doen&-terminal des discoidines, lectines
rencontrées chez I'amiliictyostelium discoideurast également similaire a HPA. Ces deux

dernieres protéines seront plus largement déadas les paragraphes suivants.
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4.2. Les discoidines

4.2.1.Généralités

Dictyostelium discoideurest une amibe haploide du sol, depuis longtemliseat par

les biologistes comme modele eucaryote simple. [Ed¢ capable de développer un
extraordinaire cycle de vie multicellulair€igure 1.27). Dans un environnement favorable
en condition alimentaire, 'amibe reste isolée ds sonsceurs (stade végeétatif), se multiplie
par simple division mitotique et se nourrit de Baiets par phagocytose. Dans des conditions
plus difficiles, en cas de carence alimentaire motent, les cellules sont capables de
s’assembler sous l'influence d’'un gradient d’AMRwpformer des agrégats multicellulaires,
capables de se déplacer vers une zone plus fagotaiblcorps fructifere, d’environ 2 mm de
hauteur, composé d’une tige mince de cellules matad’'une masse de spores rassemblées
dans une boule de mucus prend alors naissanceodiiop élevée au sommet de la tige
facilite leur dispersion et la colonisation de neawx milieux. Lorsque les conditions
redeviennent moins hostiles, les spores germent pmduire a nouveau des amibes qui

débutent un nouveau cycle végétatif (Annesley asieF 2009).

spores
N

feeding amoebas
[ o
D =

\ fruiting body formation

spore germination

- CAMP pulses

migrating slug

aggregation

@ prespore cell
® prestalk cell

Figure 1.27. Développement du cycle de vie de I'amibRictyostelium discoideum

L’image est issue de http://www.lifesci.dundee.kfgroups/pauline_schaap/organism.htm.
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Le chercheur américain Steven Rosen démontra pqueemiéere fois dans sa thése de
doctorat (Université de Cornell, 1972) que lesutei deD. discoideumsont capables
d’agglutiner des érythrocytes de moutons lorsgegelse différencient en l'absence de
nutriments (Rosemt al. 1973). Cette hémagglutination n’est pas due dertee présente a
la surface dé. discoideuncomme initialement proposé mais a deux aujourdtmmmeées
les discoidines | et Il (Discl et Discll) (Fraziet al. 1975), qui présentent 48% d’identité de
séquence. Ces protéines présentent des similaniéés sont difféerentes sur de nombreux
points comme la mobilité électrophorétique, la cosifon en acides aminés, la dépendance
au calcium, la spécificité d’hémagglutination ersvees érythrocytes de différentes especes et
la distribution spatio-temporelle lors du dévelopeat Tableau 1.4) (Frazieret al. 1975 ;
Berger and Armant 1982 ; Barondsisal. 1983).

Discl Discll
Spécificité GalNAc>Galactose GalNAc~Galactose
Poids moléculaire (Da) 28258,5 28574,7
Point isoélectrique 6,20 6,65
Nombre d’acides aminés 253 257
Coefficient d’extinction 1,50 1,59
Dépendance au calcium oui non
Phase d’expression 9 a 12 H apres l'inductior Aprék2 H

Cellules du manteau de la .
o _ _ Accumulation dans les
Distribution limace et de la tige du . ;
. vésicules de préspores
corps fructifére

Spécificité Hématies de lapin > Hématies de mouton >

d’hémmaglutination mouton lapin

Tableau 1.4. Comparaison entre les propriétés biochimiques desigxl et Discll.

4.2.2.Spécificité et affinité
Les genes codant pour les lectines Discl et Discli été clonés au laboratoire

directement a partir du génome de I'amibe. L’expies de ces deux protéines sous forme

recombinante, dans la bactéischerichia coli a alors pu étre optimisée et leur purification
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mise au point. Les discoidines forment des trim@mesolution. Ces résultats ont fait I'objet
du travail de doctorat de Karoline Saboia AragaiD8 avec laquelle j'ai collaboré lors de la
caractérisation de la Discl. Ces travaux serontidedans un chapitre de la partie Résultats et
ont mené a une publication jointe en annexe.

De maniére similaire a HPA, linteraction entre ®iset les résidus glycaniques
GalNAc et B-D-galactoside méthylé BMeGal) a été quantifiee par microcalorimétrie
isotherme de titration. Les constantes de dissooiatélévent respectivement a 1,15%11
et 0,95.1¢ M, ce qui est environ dix fois plus faible queleenesurée entre HPA et le
GalNAc. Cette liaison est fortement dirigée pantlalpie avec des valeurs dél de -20,3
kJ/mol et -24 kJ/mol, respectivement, néanmoins trebalancées par une entropie
défavorable &S de -3,5 et -6,7 kJ/mol, respectivement (Aragiaal. 2008).

4.2.3.Caractérisation structurale

Les structures cristallographiques des Discl etcDisatives et complexées avec
différents sucres ont été résolues au laboratbes. structures obtenues pour Discl seront
détaillées dans la partie Résultats. Discll a gstatlisée sous sa forme sauvage, directement
purifiée a partir ddictyostelium discoideurat sous forme recombinante. La structure de la
protéine recombinante a été résolue a 1.8 A (PDBI2\Vgrace a un dérivé mercure et celle
de la protéine sauvage a 2.4 A (PDB 2VME) (Aragaal. 2008). Chaque monomeére est
composé de deux domaines distincts, le domainerifial (1-155) et le C-terminal (163-
257), séparés par un bras espaceur court. Le deniditerminal, classiquement appelé
domaine discoidine (DS), est retrouvé dans de neus@s protéines notamment impliquées
dans I'agrégation ou la signalisation cellulaiteedt formé d’'un sandwicp composé de deux
feuillets B antiparalleles de cind3{ 17-20,[, 63-66,Bs 71-79,34 87-96,35 102-104) et de
trois brinsf (Bs 121-125,37 129-142 35 146-153) assemblés 'un contre I'autre. Le domaine
C-terminal présente un repliement en sandwotaractéristique des lectines de type H
composé de six brins antiparalléle8y 163-170, B10 183-190, 311 200-210, B2 220-224,
B13230-237 314 243-254). 1l est responsable de I'activité hemaggante de la lectine et est
spécifique des résidus Gal et GalNAc. Les deux doesas’entrelacent autour de leur bras

espaceur de huit acides aminés pour former uneifrégure 1.28).
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Domaine C-terminal Domaine N-terminal

Figure 1.28. Structure tridimensionnelle du trimere de Discll.

Chague monomere est représenté par une couleéretifé (vert, bleu, rouge). Un résidu
GalNACc est visible au niveau du site de reconnassau domaine C-terminal.

Les structures cristallographiques de Discll comgde avec les résidus GalNAc
(Figure 1.29. A etpBMeGal Figure 1.29. B révélent la présence d’un ligand par monomere
du c6té C-terminal. Le site de fixation est a Biriace entre deux monomeres et nécessite la
formation du trimére. Dans les deux complexes,iglus liaisons hydrogene directes sont
observées entre la protéine et le ligand : le gemgnt hydroxyle O3 avec un oxygéne de
I’Asp 209 et I'azote du Trp 238 appartenant au nmo@e@ adjacent, I'O4 avec l'autre oxygene
de I'Asp 209 et I'azote NE de 'Arg 218 du monome&asin et 'O5 avec I'azote NH1 de
I’Arg 218 du monomeére adjacent. Le groupement hxyyleoO6 forme des liaisons hydrogene
avec un azote de I'Asn 177 (monomere adjacent)nebxygene de la GIn 216 via deux
molécules d’eau. L'atome d’azote du groupemwaicétyle du GalNAc forme également, via
une molécule d’eau, une liaison hydrogene aveadapgment hydroxyle de la Tyr 244 du
monomere voisin. Les orientations équatoriales x@ales des hydroxyles O3 et O4
respectivement sont décisives pour la reconnaisspmisqu’elles permettent la formation de
liaisons hydrogéne cruciales avec I'Asp 209, I'A248 et le Trp 238, acides aminés
strictement conservés et responsables de la pnékrdes lectines de type H pour la

configurationb-galacta
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W238

Figure 1.29. Site de reconnaissance de Discll complexée aveciésidus GalNAc (A) et
BMeGal (B).

4.2.4.Similarité avec HPA

Les triméres d’'HPA et du domaine C-terminal de Disont tres similaires aussi bien
au niveau des séquences peptidiques que de lauserucistallographique{gure 1.30). La
principale différence réside dans la longueur etdiquence de la premiere boucle de surface.
Cette boucle présente une insertion de huit a@desés chez HPA, dont trois (Gly 24, Arg
25 et Asp 26) sont impliqués dans le réseau dsolia hydrogene entre la protéine et le
GalNAc. Cette boucle a un réle certain dans laifip@€ des lectines de type H et pourrait
expliquer la meilleure affinité d’HPA pour le GalldAen comparaison avec Discll. De plus,
Discll n’a jamais été testé comme marqueur de lesllicancéreuses. Il serait cependant
envisageable que cette boucle soit impliquée damsalactére prédictif de la lectine dans le
diagnostic de cancers a haut pouvoir métastatique.
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Figure 1.30. A. Superposition du domaine C-terminal de Discll (ert, rouge, bleu) avec
HPA (jaune, magenta, cyan). B. Alignement de séquee basé sur la superposition

structurale.

4.3. SLL-2: lectine du corail Sinularia lochmodes

Les cnidaires, dont les coraux marins font parntiet la capacité de former des
symbioses avec des dinoflagellates unicellulaires ggnre Symbiodinium Cette algue
photosynthétique nourrit I'néte et recoit en retaure protection et les sources d'azote
nécessaires a sa survie. L'association corail/thgeflates est indispensable pour la
préservation des barrieres de coraux, trop sougadbmmagées par les phénoménes de
blanchiment, perte de leur algue symbiotique emdwai la mort de I'animal. Les lectines
semblent activement participer a I'établissementcdtte symbiose mais les mécanismes
cellulaires et moléclaires a l'origine de cetteemction restent toujours mal connus (Wood-
Charlsonet al. 2006). Leurs études ont donc un impact environméshele premier ordre
pour tenter d’enrayer la disparition massive desdras de corail.

SLL-2 est une lectine, spécifique dugalactose localisée dans les nématocystes du
corail Sinularia lochmodesvéritable usine chimique capable de paralysevmtisnes. Cette
lectine a également pu étre identifiée a la surthcalinoflagellate symbiotique a I'intérieur
du corail (Jimbcet al. 2000). Son r6le dans I'établissement de la synebidest toujours pas

clairement défini. SLL-2 semble, néanmoins, étrpabde d’influencer la physiologie des
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algues symbiotiques en culture, les faisant évotlign stage motile vers un stade agrégeé,
généralement rencontré au moment de leur intégrgiar le corail. Aucune action de la

lectine n'a cependant été constatée sur des algoessymbiotiques. Localisée dans les
nématocystes de I'animal, cette lectine pourraétlégent servir de sonde. Une fois I'algue
intégrée par le corail, la lectine serait relargpéel’animal permettant I'établissement d’une
symbiose spécifique entre une algue et un corailm@niere similaire a ce qui est déja
observé dans les symbiodekizobiurdégumineuses (Koiket al. 2004). Ces considérations

restent encore hypothétiques a ce jour.

Le géne codant pour SLL-2 a été identifié, parelchhique de RT-PCR, a partir de
protéine directement extraite de Il'animal et peéefi par différentes techniques de
chromatographies. Trois genes différents codant pois sous-unités protéines, SLL-2a, -b
et -c ont pu étre isolés. Ces sous-unités partggestde 78% d’identité de séquences les unes
en comparaison avec les autres. Un sit&dgycosylation a également pu étre identifié en
position 60. La masse moléculaire de chaque soié-est d’environ 10,8 kDa pour la forme
déglycosylée et de 13,2 kDa et 16,95 kDa pourdeséds glycosylées majeures. Celle de la
protéine globale estimée par chromatographie diskeh stérique a 122 kDa semble indiquer
gue SLL-2 serait composée de neuf sous-unités @ROOS5). Il est néanmoins primordial de
conserver a l'esprit que le poids moléculaire avbeé par chromatographie d’exclusion
stérique n’est qu’une estimation et dépend forteérdenla forme et de la glycosylation de la
protéine.

SLL-2 est homologue a HPA (25 % de similarité) at domaine C-terminal des

discoidines (33 % de similarité avec Discl), conguié ainsi la famille des lectines de type H.

5. Objectifs du travail de thése

Le développement d’outils biotechnologiques pous deplications thérapeutiques
devient d’'un grand intérét. Le marquage spécifignehistopathologie pourrait notamment
faciliter le diagnostic du cancer, améliorant aifesisurvie des patients. Cette approche
impliqgue notamment l'identification rapide du caexe métastatique de cellules cancéreuses.
Dans ce contexte, l'utilisation de certaines lexdicapables de reconnaitre spécifiguement les
glycanes localisés a la surface des cancers & fpioinostic vital offre donc d’'importantes

perspectives dans la lutte contre le cancer.
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La lectine HPA, de I'escargbtelix pomatia représente un marqueur capable de cibler
spécifiguement les cellules a caractére métaswtiGependant, la variabilité observée dans
les résultats selon la méthode histochimique @glismite I'intérét de l'utilisation de cette
lectine comme outil d’'investigation de routine ercologie (Brookst al. 1996). Le manque
de reproductibilité de certains marquages peutadtribué aux variations dans les lots d’'HPA
obtenus a partir d’extraits d’escargots. Au labmirat des contaminations d’'HPA par des
meétaux (zinc) et par des protéines humaines ont oftgervées. De plus, l'analyse
électrophorétigue montre la présence de plusiamigdtines sur les gels SDS-PAGE. Pour
d’'une part résoudre les problémes de pureté eepl®ductibilité et d’autre part obtenir des
guantités suffisantes de protéines pour s’approdhar outil de diagnostic, il est nécessaire
d’utiliser une approche de production en systéenmeérbigue. Le gene codant pour HPA a pu
étre cloné (Sanche# al.2006), mais a ce jour aucune équipe n’a réussi@upe la protéine
active sous forme recombinante malgré les nombesgais dans la bactéischerichia coli
la levure Pichia pastoris ou le systeme baculovirus/cellules d’insectesutilisation des
lectines similaires présentes dans d’autres orgeassest donc d’'un grand intérét afin de
résoudre les problemes constatés chez HPA.

Les discoidines (Discl et Discll) de I'amili@ictyostelium discoideurst SLL-2 du
corail Sinularia lochmodegrésentent des similarités suffisantes avec HPAr @ie de
bonnes candidates pour une approche d’ingénieoigue. A ce jour, aucun protocole de
production de SLL-2 sous forme recombinante n'a @t au point. Sa structure
cristallographique est toujours inconnue et saatérsation biochimique reste relativement
sommaire. En revanche, I'expression de Discll dBnscoli et sa purification par des
techniques de chromatographies classiques onégliéées durant le travail de thése de K. S.
Aragédo au laboratoire. La résolution de sa strectuistallographique (Aragaet al. 2008) a
permis de mettre en évidence une boucle de spétiicez les lectines de type H. Aucun test
de marquage sur cellules cancéreuses n'a été wgdfelbtest donc trés difficile de conclure
guant a I'importance éventuelle de celle-ci che AHPur le diagnostic de cancers a faible
pronostic vital.

Ces travaux de these se divisent donc en difféajextifs :

- Terminer la caractérisation structurale de Disufiée durant la these de K. S.
Aragéo au laboratoire.

- Tester Discl et Discll comme marqueurs de canadesble pronostic vital selon un
protocole similaire a celui utilisé pour HPA. Cauail s’effectue en collaboration avec le Dr.

Miriam Dwek de I'université de Westminster a Lorglre
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- Modifier, par mutagenese, le géne codant pouclD&su niveau de la boucle de
spécificité de maniére a lui conférer la spéciict’HPA. La protéine chimérique ainsi
construite aurait les mémes propriétés qu’HPA gdeudiagnostic de cellules cancéreuses
métastatiques, tout en étant produite, en fortetipéasous forme recombinante d&nscoli.

- Mettre au point I'expression sous forme recombieade SLL-2 et sa purification,
grace a des technigues chromatographiques classique

De plus, la ou les structure(s) glycannique(s) dewgfs) reconnue(s) par HPA a la
surface des cellules cancéreuses n’est ou ne @gjouts pas caractérisée(s) a ce jour. Leur
identification permettrait cependant d’amélioreargtement la compréhension du processus
de formation des métastases. Elle pourrait égaleétem a I'origine d’'importantes avancées
dans le domaine de la prévention de I'apparitiocalecers avec le développement d’outils de
lutte comme les vaccins. Ainsi, le dernier objedgf cette these est également d’identifier, a
I'aide de techniques perfectionnées comme la speétrie de masse, ce ou ces glycanes,
directement extrait(s) et purifié(s) a partir ddudes cancéreuses en culture. Cette étude est
réalisée en collaboration avec le Dr. Miriam Dwekldiniversité de Westminster a Londres
et le Dr. Bérangere Tissot de I'lmperial Collegelamdres. Ces résultats trés préliminaires

seront présentés en annexe de ce manuscrit.
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Chapitre 2
Matériels et Méthodes

1. Utilisation des lectines pour le marquage de cellules
cancéreuses

Le marquage des lignées cellulaires cancéreuses gwe la révélation par
microscopie confocale ont été effectués dans lerébire du Dr Miriam Dwek, a l'université
de Westminster a Londres.

1.1. Principe de la microscopie confocale

La microscopie confocale est une technique de mwopie optique qui permet
d’obtenir des images d’objet en trois dimensionlie Est généralement couplée avec la
microscopie a fluorescence. En microscopie, sadgdyons émis par I'échantillon dans le
plan focal de la lentille donnent naissance a unage nette. Ainsi, I'épaisseur d’un
échantillon sera a I'origine d’'une perte de résotutLa microscopie confocale présente alors
I'’énorme avantage de sélectionner, grace a un digpie, uniquement les rayons émis dans
le plan focal de la lentille. lls sont alors dééscet intégrés par ordinateur. En positionnant le
plan focal de la lentille a différents endroitsl@gehantillon, plusieurs coupes d’images sont
réalisées et une image globale nette de I'échantidin 3-D peut étre reconstruiteiqure
2.1).
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Plan focal

Echantillon

Laser
Lentille

diaphragme

détecteur

Figure 2.1. Principe du microscope confocale

1.2. Traitement des échantillons

1.2.1.Biotinylation de Discl et Discll

Les lectines Discl et Discll recombinantes et HPdmmerciale (Sigma) sont
biotinylées selon le protocole détaillé par le fosseur (Pierce). Le réactif utilisé est I'acide
biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoique couplé a stereN-hydroxysuccinimide (NHS-
Biotin commercialisé par Sigma), préparé extempémaent dans une solution a 10 mM dans
du diméthylformamide (DMF). La solution de biotiest incubée 20 fois en excés avec la
solution protéique concentrée a 2 mg-mhns du PBS, pendant deux heures dans la glace. La
protéine biotinylée est récupérée apreés dessalageatonne PD-10 (GE-Healthcare, en
suivant les informations du fournisseur) dans megan de microscopie Tris-HCI 50 mM, pH
7,4, NaCl 145 mM, MgGl1 mM, CaCj} 1 mM. Elle est ainsi séparée de I'excés de réactif
biotinylé n'ayant pas réagi.
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1.2.2.Protocole de marguage des cellules cancéreuses

Les trois lignées cellulaires d’adénocarcinome®sreaitaux utilisées dans cette étude

sont décrites dans taebleau 2.1

Nom | Numéro

o Stade tumoral Genre/Age/Type
lignée | ATCC
CCL- | Lignée considérée comme non métastatique, établiemme de 50 anp
Sw480 . : L i
228™ a partir du cancer primaire. de type caucasiep
CCL- Lignée considérée comme métastatique, établieNéme patient qug
SW620 297™M partir de métastases dans les ganglions Sw480, un an
lymphatiques. plus tard
HTB- Lignée considérée comme tres fortement | Femme de 44 ank
HT-29 . : i
38™ meétastatique. de type caucasiep

Tableau 2.1. Description des lignées cellulaires utilisées daestte étude.

Les cellules ont été fixées par du formalin, a emvi80% de confluence, dans des
plaques de six puits. Elles sont tout d’abord lavigeis fois 3 minutes dans du PBS avant
d’étre trypsinées (trypsine de pancréas de porarencialisée par Sigma, a une concentration
de 1 mg.mfl) 20 minutes & 37°C pour libérer les antigénes uléase sans décoller les
cellules. Une saturation des sites non spécifiqestsréalisée par incubation des cellules
pendant 30 minutes dans une solution de BSA 5% diai®BS. L'incubation des solutions de
lectines biotinylées & 10 pg.nélans le tampon de microscopie se déroule pendanheure.

La spécificité de la reconnaissance des lectinesgagement contrélée par une pré-incubation
de ces dernieres dans une solution de GalNAc MQpendant 30 minutes avant la mise en
contact avec les cellules. L'incubation de strejpliae conjuguée au fluorophore Fluorescein-
5-isothiocyanate (FITC — Zymed) & 4 pgnpendant 30 minutes sera a l'origine de la
révélation sous microscope. Pour le marquage aw, ldne solution d’'HPA commerciale
couplée au fluorophore Tetramethyl Rhodamine Isotfdnate (TRITC - Sigma) & 10 pginl

a également été testée. A partir de cette etapeplégues sont conservées a l'abri de la
lumiére dans du papier aluminium. Les cellules semduite traitées par une solution de
ribonucléase A & 100 pg.th(Sigma) avant le marquage du noyau par une salétib M de

fluorophore To-Pro-3 (Invitrogen) dans PBS pend#htminutes. Chaque étape est réalisée
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sous une |égére agitation a température ambiargstetuivie de trois lavages de 3 minutes
chacun dans du PBS.

1.2.3.Révélation par microscopie confocale

Les images sont acquises sur un microscope confedzd TCS SP2 et collectées a
une résolution de 1064 x 1064 pixels avec unesatele scan de 400 Hertz (Hz). Des lasers a
543 nm, 633 nm et 480 nm ont été utilisés pourciteaxion de HPAC-TRITC (intensité 47%),
de To-Pro-3 (intensité 33%) et FITC (intensité 25%@spectivement. La fluorescence
d’émission a été collectée selon les spectres siside 565 a 640 nm pour TRITC, de 650 a
700 nm pour To-Pro-3 et de 500 a 535 nm pour FITC.

2. Techniques de biologie moléculaire

2.1. Souche et plasmides utilisés

La souche et les plasmides utilisés pour touteexpsriences de biologie moléculaire
sont présentés danstibleau 2.2 Les vecteurs pET-TEV, pET-M30 et pPICHisFlag ne
sont pas des vecteurs commerciaux mais dérivésdews existants afin d’apporter a la
protéine clonée de nouvelles caractéristiques biaghes.

Les vecteurs pRSET-A, pET-TEV et pET-M30 sont sleusontrdle transcriptionnel
du promoteur fort T7, basé sur la sélectivité etplassance de I'ARN polymérase du
bactériophage T7. Le vecteur pProEx-HtB est, q@ahii, sous I'action du promoteurc
(Brosiuset al. 1985). Dans les deux cas, leur mode de fonctioenemst basé sur celui du
promoteurlac, tres utilisé en biologie et inductible a I'isopyd-3-D-thiogalactopyranoside
(IPTG), analogue non hydrolysable du lactose (T26(&6).
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Souche ou plasmide Particularités Références

SouchekE. coli

%L1 blue Ce_IIu_Ies re&stantgs a Ia, tetragycllne et tra"e§tsratagene
chimiquement pour étre compétentes a la transfosmat

Plasmides

Expression dans la bactéride. coli

Vecteur contenant le promoteur T7, inductible sofiropyl-

[-D-thiogalactopyrannoside (IPTG) et portant le géme d
résistance a I'ampicilline. Suivant la stratégiectimage, la
pPRSET-A protéine recombinante peut, ou non, étre exprimée &s| Invitrogen
étiquettes polyhistidine et X-press du c6té N-teahi
clivables a I'entérokinase.
Vecteur sous l'action du promoteur Trc, inductialBIPTG
et portant le géne de résistance a I'ampicilline.plcotéine
OPrOEX-Htb recombinant_e est e_\xprimée avec une queue polyinistdil | Life _
cbté N-terminal, clivable sous I'action de la pesté TEV| technologies
pour Tobacco Ech Virus.
Vecteur dérivé du vecteur pET-28a dans lequel tie dé
coupure a la trombine a été remplacé par celuadegV.
Vecteur sous I'action du promoteur T7, inductiblBIRTG | N.
pET-TEV et portant le géne de résistance a la kanamycmerdtéinel Tarbouriech
recombinante est exprimée avec une queue polyinistil | (CIBB)
cbté N-terminal, clivable sous l'action de la pesté TEV.
Vecteur dérivé du pBR322, sous l'action du promofEr,
inductible a I'PTG et portant le géne de résistalcla
kanamycine. La protéine recombinante exprimée &st Stier
pET-M30 couplée a deux étiquettes différentes du coté idite, (EMBL)

une queue polyhistidine et la Glutathion S-Trarefé
(GST), clivables par la protéase TEV (Smith 2000).

Expression dans la levuRichia pastoris

Vecteur sous l'action du promoteur AOX1, inductitza
méthanol et portant le géne de résistance a larneéoca
protéine recombinante est exprimée sans étiquékte

pPICZ-A facteura permet la sécrétion de la protéine dans le m"ignalltrogen
de culture.
pPPICZ0-HisFlag Vecteur derivé du vecteur pPI@ZC. Deux étiquettes Flag
t

et His sont présentes en N-terminal de la protéine s&ré

Tableau 2.2. Récapitulatif des souches et plasmides utilisés darla partie biologie

moléculaire de cette étude.

Le détail des cartes de restriction des différeetseurs utilisés est représerigure 2.2 et

Figure 2.3

- 65 -




Matériels et méthodes

T7 promoter ,—‘RBS
21 AATACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA

el Polyhistidine (6xHis ) region

T
91 GATATACAT ATG CGG GGT >
Met Arg Gly Se

5C ATG

Xpress™ Epitope BamH |
T 1
148 3 GAT CTG TAC G = GAT AAG GAT i .
Gly Arg p Leu Tyr p Arg Trp Gly
K cleavage site
Xhol Sacl Bglll Pstl Prull KpnlNcol EcoR| BsB1 Hind I
N 4 N | | |
205 TCC GAG|CTC GAG ATC TGC AGC TGG TAC CAT GGA ATT CGA AGC TTG ATC CGG CTG CTA
=r Glu Leu Glu Ile Cys Ser Trp Tyr His Gly ile Arg Ser Leu Ile Arg Leu Leu
T7 reverse priming site
T 1
262 T TGG CTG CTi A CCG C A G

Trp Leu Le o Pro Leu Ser

Comments for pRSET A
2897 nucleotides

B

Figure 2.2. Plasmides utilisés pour I'expression
de protéines dans la bactéri&. coli.

A. Plasmides pRSET-AB. pProEx-HtB.C. pET-
TEV. D. pET-M30.

Ciri

MCS TEV  HisTag

C EcoRI/BamHI/Nde v

RBS Ncol H s-tag TEV site
AAGGAGATATACCAT GGGCAGCAGCCATCAT CATCAT CATCACAGCAGCGGOGAAAACCT GTATTTTCAGG
Met G ySer Ser H sH sHi sHi sH sH sSer Ser @ yd uAsnLeuTyr Phed nG
Ndel Nhel BanH EcoRl Sacl Sal |l HndlIl Notl Xhol His-
GCCATATGGECT AGCGGAT COGAAT TCGAGCT COGT CGACAAGCT TGOGGECCECACT CGAGCACCACCACCA

Kan R LyH sMet Al aSer d ySer G uPheG uLeuAr gAr gd nAl aCysG yArgThr ArgAl a
Tag END
Lacl CCACCACTGAGATCCGG
orl
D T7 promoter --> Lac operator Xbal
CGARATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAARATAATTT
Clal (5094) , Smal (5277) Xhol (158) GCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGAGATCTTTATTARA
Notl (166)
Eagl (166) rbs His-tag

HindIII (173)
Sall (179)
BamHI (198)
EcoRI (192)
Sacl (190)
Epnl (208)

Dralll (6104) TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAAACATCACCATCACCATCACAACACTAGTAGCAAT

ACARAATTGAAATTCTTCCTCTATATGGTACTTTGTAGTGGTAGTGGTAGTGTTGTGATCATCGTTA

Origin (3445) METLysHisHisHisHisHisHisAsnThrSerSerAsn

Sapl (4085) TTCATGTCC. . 633bp. . GACCATCCTCCAACTAGTGGATCTGGTGGTGGTGGCGGATCCATGAGC
PETM-30 DCOH M ——— pstl (360) AAGTACAGG. . .GST. . .CTGGTAGGAGGTTGATCACCTAGACCACCACCACCGCCTAGGTACTCG
PheMetSer. .21laa. .AspHisProProThrSerGlySerGlyGlyGlyGlyGlySerMetSer
6346bp Neol (520)
TEV-site Ncol
Scal (660) GAGAATCTTTATTTTCAG GGCGCCATGGCTGGCAAGCACACA. .279bp. . GCCGTGTCTATGACA
CTCTTAGAAATAAAAGTC CCGCGGTACCGACCGTTCGTETGET. . . DCOH. . CGGCACAGATACTGT

GluAsnLeuTyrPheGln|GlyAlaMETAlaGlyLysHisThr. ..93aa..AlaValSerMetThr

NotI
Kbal (1312,
EcoRV (2550) ( ) BamHI SacI EagI
- KpnI ECoORI Sall HindIII XhoI C-His-tag
Bell 2114) TAGGTACCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCAC

ATCCATGGCCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAGCTGTTCGAACGCCGGCGTGAGCTCGTGGTGGTGGTG

*kx
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1034

1085

i
o
=1
Cier 1"
Pst I
EcoR 1
Kpnl
Sac
Not |
|_Xba I

Bgl

5" end of AOXT mRNA 5’ AOX1 priming site

|
AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA

1
CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT

r
ATTCGARACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

a-factor signal sequence

CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GARA GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe
pPicZa-F priming site

GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCIC AAC AGC ACA AAT AAC GGGITTA TTG TTT

Matériels et méthodes

c

AACC T T'I'I'A{F CATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGOGACTGG TTCCAATTGA

5" end of AOXImRNA 5" AOX1priming site

1
CAACGCTTTTG A AACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT

[
ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GIT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GIC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Gu Asp Gu Thr Ala

a-faktor signal sequence

CAA ATT CCG GCT GAA GCT GIC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC
GAnille Pro Ala @u Ala Val Ile @y Tyr Ser Asp Leu GQu Gy Asp Phe

pPicZa-Fpriming site

1 1
GAT GIT CCT GIT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn @y Leu Leu Phe
Xhol
iR

v
ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Qu Gu Gy Val Ser Leu

Kex2 signal cleavage

t polyhistidine tag Flag-tag

GAGAAGAGA'GAGG’.‘TGAAG)CCAT CAT CAT CAT CAT CAC GAC TAC AAG GAC
GulLys AAg Gu AlaEu AIaKs Hs Hs Hs Hs His Asp Tyr Lys Asp

Stel3 signal cleavage

Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe Pstl Clal EccR1 Pmll Sfil
. \ \ v
Xho |
? GAC GAT GAC AAG CTG CAG GCA TCG ATG GAA TTC AC GTGGCCCAG CCGEOCGTC
1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AARA GAA GAA GGG GTA TCT CTC Asp Asp Asp Lys Leu @ n Ala Ser Met Qu Phe
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu
BsnB | Aspr181Kpnl Xhcl Sacll Notl Xbal c-mycepitope

Kex2 signal cleavage EcoR1 Pmil Sl BsmB1 Asp7181

i i
1187 GAG ARA AGAVGAG GCT GAA GC’I—‘_ GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGATCGGT
Glu Lys Arg Glu AlajGlu Alaj

Ste13 signal cleavage
Kpn'| Xho | Sac |l Not | Xba |

| ) i T

1244 ACCTCGAGCC GCGGCGGCC GCCAGCTTTC TA GARA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
polyhistidine tag

I 1
1299 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
A%péeb Asn. Ser Ala Val Asp His His His His His His ***
1cLa-l

riming site
1351 TTAGACATGA CTGTTOCTCA GTTCAAGTTG GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA
3’ AOX1 priming site
1411 TTCTAATCAA GAGGATGICA GAATGCCATT TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT

—
T&AT(}B*J AOtV oe«wcé@s@sm&r%mx«wmwcrcme

Gdu dn Lys Leulle

c-myc epitope

polyhistidine tag

T —
TCA GAA GAG GAT CTG 'AAT AGC GCC GIC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA
Ser Au GQu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp Hs His His Hs His Hs ***

PicZa-Rpriming site
G GT/-{GCC TTAGACATGA CTGTF&I CA GITCAAGTTG GGCACTTACG AGAAGACCGG

3" AOX1priming site

[
TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT TG(J:CT GAGAG ATGCAGCCTT
3’ polyadenylation site

\
CA GAT AC AT TTGTAACCTA TATAGTATAG GA GICA GT

3 polyadenylation site
|
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT GTCATTTTGT TTCTTCTCGT

Figure 2.3. Plasmides utilises pour I'expression de protéinesecombinantes dans la
levure Pichia pastoris

A. Représentation schématique du vecteur pRICEB. Carte de restriction du vecteur
pPICZa-A. C. Carte de restriction du vecteur pPIGHisFlag.
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Le tableau 2.3présente les oligonucléotides utilisés pour |&emints clonages.

Amorce Séquence

Lectine de corail : SLL2a
5'-

SLL1 (CTH(CT)(AGCT)CC(AGCT)TT(CT)GA(AG)AA(CT)AC(AGCT)
CC-3

SLL2 5-GT(AGCT)(AT)(GC)(AGCT)TT(CT)GG(AGTC)ATG(CT)T
(AGCT)A-3’

SLL3 5'-CCA(AGT)AT(AGCT)A(AG)(CT)TT(AG)TA(AG)TTCCA-3’

SLL4 5-(GCT)T(AGCT)(AT)(GC)(AGCT)(AGT)T(AGCT)(AG)(GC)
(AGCT)(AC)(ACT)(AGCT)(CT)T(AGCT)GA-3'

SLL5 5-GA(CT)G(CT)(AGCT)GA(AGCT)(ACT)(AGC)(AGCT)(AT)
(GC)(AGCT)(AC)(AG)(AGCT)AA-3’

SLL6 5-(AGC)(CT)A(AGCT)A(CT)(AGCT)(AG)T(AGCT)(GC)(CT)
(AGCT)(GT)(CT)(AGCT)(GT)(AGC)CCA-3’

SLL2a-Ncol 5-TGCCCATGE&CCGTCTGATTCATGTGAGCCG-3

SLL2a-Xhol 5-GCCCTCGAGTAATCACAGGCAATCCAAATCAG-3

SLL2a-Ndel 5-GATCTGCCATATEGTCTGATTCATGTGAGCCG-3’

SLL2a-BamHI 5-GCCGGATCTTAATCACAGGCAATCCAAATCAG-3’

SLL2a-EcoRI 5-GCGAATTCGTCTGATTCATGTGAGCCG-3’

SLL2a-Xbal 5-GCTCTAGA TAATCACAGGCAATCCAAATCAG-3’

SLL2a-Pstl 5-GCCTGCAGGTCTGATTCATGTGAGCCG-3

5'A0X1 5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3

3'’AOX1 5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

pPICZu-F 5-CAACAGCACAAATAACGGG-3’

pPICZ0-R 5-GAACAGTCATGTCTAAGGC-3

Lectine de coralil :

SLL2a-2

SLL2a2-for-Ndel

5'-GGCATATGAAATGCCGAAAACCCTGG-3

SLL2a2-rev-
EcoRlI

5'-CCGAATTCTTAATCGCACGCGATCC-3'

SLL2a2-for-Xhol

5'-GGCTCGABRTGGAAATGCCGAAAACCCTGG-3

SLL2a-2-EcoRlI

5'-GCGAATTATGCCGAAAACCCTGGGCAAAACCG-3'

2SLL2a-2-Xbal

5-GGTCTAGATAATCGCACGCGATCCAAATCAG-3’

2SLL2a-2-Pstl

5'-GCCTGCABTGCCGAAAACCCTGGGCAAAACCG-3’

Lectine deDictyostelium discoideum Discl et Discll

Dis1Ncol 5-GTGCCATGETACCCAAGGTTTAGTTC-3’
Dis1Nterxhol 5-CACTCGAQ@TATGGTTGAGTGTAGAATTCAC-3’
Dis1CterNcol 5-GTGCCATGGCTCAGTCACTCAAGTTGG-3’
Dis1Xhol 5'-GACTCGAGITATTCCAAAGCGGTAGC-3’

) 5-GAATTCTACACTCAACCAGTACAATAACTCGAGGCATG-
Dis1mutforA 3 _
Dislmutrev 5-TGGTTGAGTGTAGAATTCACATCTTAATGAAATGTGS’

5’_
Dis1mutforB GAATTCTACACTCAACCAGTACAAAGCTCATAACTCGAG

GCATG-3'
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Dis2Ncol 5-GTGCCATGECGTTCCAGCTGGTTC-3’

Dis2revXhol 5'-GACTCGAG@TATAATGCATATAATTCCCAACGAAG-3
Dis2forNcol 5'-GACCATGGCATCAGTCCAAGTTGG-3

Dis2Xhol 5-GACTCGAGITAATTATTAAATTCAACAGCAAC-3’
Dis2revCterXhol | 5-CACTCGAGTAAAATTCAACAGCAACATAATC-3

Mutagenese de la lectine dBictyostelium discoideum Discl|

5-AACAGTGGTACTGGTTCTGACGACCCAGGCAGAGACAAG

Dischimfor TCACGTACGATTGTTCG-3

Dischimrev2 5-ACCAGTACCACTGTTAAGAGATCTATCAC-3

Mutdisfor 5-GGTGAAGTTTCAATTGGTAACGATGCCGGCTGGGCCAA
GTCCCGTTGACGACCCAG-3

Mutdisrev 5-ACCAATTGAAACTTCACCAACTTGGACTG-3
5-GGTTTTGATTTAACTTTTATTACATGGCATAATAATGCA

LDD2mG247Hfor| 222\ -2

_DD2mG247Hey| 5 -CATAAACTGCATTATT ATGCCATGTAATAAAAGTTAAAT

CAA AACC-3'

LDD2ml171Sfor

S'-GGTGAAGTTTCA CTGGTAACGATGCCGGCTGGG-3’

LDD2mI171Srev

5'-CCCAGCCGGCATCGTTACAGATGAAACTTCACC-3’

LDD2mF243Sfor

S-GGTTTTGATTTAACTCTATTACATGGCATAATAATG-3’

LDD2mF243Srev

S-CATTATTATGCCATGTAARGAAGTTAAATGAAAACC-3’

Construction et mutagenése de la protéine hybrideDisclINter-HPA

5-CATTACCAGTTAAAAGTTATTCAAATCCACGCGTACA

LDD2rev GTCGGGAAAAATC-3'

PAT: 5 GTTAAAAGTTATTCAAATCCACGCGTACAGTCGGGA
AAAATCG-3'

HYbR163SFor | 5-GTTAAAAGTTATTCAAATCCAAGOGTACAGTCGGG-3

HybR163SRev | 5-CCCGACTGTAGCTTGGATTTGAATAACTTTTAAC-3

Tableau 2.3. Récapitulatif des amorces utilisées pour cette éted

Les sites de restriction sont soulignés. Les codimngduisant la mutation dans la séquence
originale sont en italiqgue. Les paires de basefieécentre parentheses représentent les

différentes possibilités pour un méme emplacemans des amorces dégénérées.

2.2. Stratégies de clonage

2.2.1.Clonage des domaines séparés des Discl et Discll

2.2.1.1. Les domaines N- et C-terminaux de Discl

Le clonage du domaine N-terminal de Discl a étdis&aselon une méthode de

clonage classique.
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Afin doptimiser la production sous forme recombiten dansE. coli, trois
constructions de longueurs différentes ont étéyitesl pour ce domaine :

- Discl-Nter-P153 de Met 1 a Pro 153

- Discl-Nter-Q155 de Met 1 a GIn 155

- Discl-Nter-S157 de Met 1 a Ser 157

A partir du plasmide pProEx-Discl, la région codaatDiscl-Nter a été amplifiée par
la polymérase HotStar HiFidelity (Qiagen), selos ladications du fournisseur, avec les
amorces Dis1Ncol/Dis1NterXhol. Les régions codamesx|-Nter-Q155 et Discl-Nter-S157
ont été obtenus par mutagenése dirigée sur la Haseinstructions fournies avec la
polymérase PfuUltrall fusion (Stratagene). Les amesr utilisées sont respectivement
DislmutforA/Dislmutrev et DislmutforB/Dislmutrev.pfes digestion enzymatique des
produits PCR et du vecteur vide pProEx-HtB aiaml et Xhd, une ligation avec le kit
TAKARA génére les plasmides pProEx-DiscINter, pBedBscIiNterQ155, pProEx-
DiscINterS157. Aprés vérification par séquencadge,sont transformés dans les souches
d’expression.

Le clonage du domaine C-terminal de Discl a étksé&aelon un protocole similaire a

celui employé pour Discl-Nter. Les amorces utilssétient Dis1CterNcol/Dis1Xhol.

2.2.1.2. Les domaines N- et C-terminaux de Discll

Parallelement, les domaines N- et C-terminaux dlDont été clonés séparément
selon un protocole identique a celui décrit préo@dent. Le domaine N-terminal a été cloné
de la Met 1 a la Leu 154. Pour le domaine C-terinthaux constructions ont été réalisées de
la Pro 162 a I'Asn 257 et de la Pro 162 a la PHe BEspectivement dénommeées Discll-Cter-
N257 et Discll-Cter-F255. A partir du plasmide pPxeDiscll, les régions codantes Discll-
Nter, Discll-Cter-N257 et Discll-Cter-F255 ont éénplifiées par la polymérase HotStar
HiFidelity (Qiagen, selon les informations du fogseur), avec les couples d’amorces
Dis2Ncol/Dis2revXhol, Dis2forNcol/Dis2Xhol et Dis@fNcol/Dis2revCterXhol,
respectivement. Les produits PCR obtenus ont ét@sl dans le vecteur pProEx-HtB pour
générer, respectivement, les plasmides pProEx{Dital pProEx-DiscliCterN257 et
pProEx-DiscliCterN255, vérifiés par séquencage tditre transformés dans les souches

d’expression.
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2.2.2.Mutagenese dirigée de Discll

2.2.2.1. Insertion ou mutation d’'un nombre important de lsase
L’insertion ou la mutation d’'un nombre important bases nucléotidiques dans un
géne a été réalisée selon la méthode GeneTailorfétD8iected Mutagenesis System,
commercialisée par Invitrogen. Le principe repasecglui développé pour de la mutagenése

classique, a I'exception du design des amorcest Ibrievement résumé dangitaure 2.4.

Plasmide
A méthylé
- "x~ ~
s N
amorces N\ Amplification, par PCR, du plasmide
—-X__» X méthylé dans E. coli grdce & un couple
A d'amorces chevauchantes dont |'une

contient la mutation

-\ /X ~
/- ~ H ¥
.2 AN :;’X' ' Obtention d'un ADN double
‘1 linéaire muté
- -x ~
e ~
v, X AR
Ilul 1 Digestion enzymatique de I'ADN
W\ S matrice méthylé et transformation
et dans la souche XL1-blue
~ - -
Plasmide
muté
Région chevauchante Région étendue
B (15-20 bases) (min 10 bases)
A A
' I 4 N
Amorce sens 5 GACCATGATTACGCCAAGCTX.. XAAATTAACCCT 3
Amorce antisens 3' TTTGTCGATAETGGTACTAATGCGGTTC@A 5'

~~
Région étendue  Région chevauchante
(10 bases) (15-20 bases)

Figure 2.4. Principe de la mutagenése dirigée GeneTailor™ Siteirected

Mutagenesis System, développée par Invitrogen.

A. Schéma résumé du princif. Particularités des amorces utilisées. Les baséSasgont
représentées en rouge sur le schéma.

Six mutants de Discll ont été construits :
- Discll-boucleHPA : basé sur I'alignement de sémgeprotéique, ce mutant posseéde
la séquence de Discll dans laquelle ont été insérdse Gly 181 et Ser 182, les huit acides

aminés formant la boucle de spécificité d’'HPA (8sp-Asp-Pro-Gly-Arg-Asp-Asn).
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- Discll-Cter-boucleHPA correspond au domaine @niaal, de la Pro 162 a I'Asn
257 du mutant précédent.

- Discll-boucleHPAmuté : a partir de Discll-boucleH, les neuf acides aminés de
Discll précédant la boucle d’HPA sont mutés paxganésents dans la séquence d’'HPA.

- Discll-Cter-boucleHPAmMuté correspond au domainetet@inal du mutant
précédent.

- Discll-boucleHPAmMuté-G247H : a partir de DiscbtrleHPAmMute, la Gly 247 de
Discll est mutée en His, comme dans la séquenceA’H

- Discll-boucleHPAMuté-G247H-1171S-F243S ;. a padit mutant précédent, les
acides aminés lle 171 et Phe 243 de Discll sonéspar des résidus Ser, de maniere a
former un nouveau réseau de liaisons hydrogénelagamt le pont disulfure intramoléculaire
d'HPA.

La région codante du mutant Discll-boucleHPA aa¥téplifiée, a partir de la matrice
pProEx-Discll, par la polymérase PfuTurbo® (Stratag), avec le couple d’amorces
Dischimfor/Dischimrev2. Apres digestion enzymatigpar Dpnl (Promega) de I'ADN
matriciel méthylé, le produit PCR obtenu a été élalans le vecteur pProEx-HtB pour
générer le plasmide pProEx-Discll-boucleHPA, vérgar séquencage et transformé dans des
souches d’expression. Le domaine C-terminal delBisricleHPA a également été cloné a
partir de la matrice précédente en employant leopode décrit pour le clonage de Discll-Cter
et permet ainsi de générer le plasmide pProEx-B&Er-boucleHPA.

Les mutants Discll-boucleHPAmuté et Discll-Cter-bleHPAmuté sont construits
selon un protocole identique en utilisant la polyasé PfuUltrall fusion (Stratagene) et les
amorces Mutdisfor/Mutdisrev. Les plasmides pProkseD-boucleHPAmMuté et pProEx-
DisclI-Cter-boucleHPAmMuté sont ainsi générés.

Le mutant Discll-boucleHPAmMuté-G247H est constraglon un protocole de
mutagenese classique a partir de la matrice pPBigocdl-boucleHPAmMuté et du couple
d’amorces LDD2mG247Hfor/ LDD2mG247Hrev. Le plasmidgProEx-Discll-
boucleHPAmMuté-G247H est génére.

Le mutant Discll-boucleHPAmMuté-G247H-1171S-F2433 esnstruit a partir du
plasmide précédent en deux étapes de réaction €H@Ryne introduisant une mutation, avec
les amorces suivantes, LDD2mI171Sfor/ LDD2mI171Sreat LDD2mF243Sfor/
LDD2mF243Srev.
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2.2.2.2. Construction d'une protéine hybride par PCR
chevauchante
Une protéine hybride est également formée danslgle domaine C-terminal de
Discll est remplacé par HPA. Cette constructionréatisée par PCR chevauchante dont le
principe est résumé dansfigure 2.5.
La premiere réaction PCR est réalisée a partirrdagices pET-HPA et pProEx-
Discll et les amorces Dis2Ncol/LDD2rev et HPAfor/AievXhol. La polymérase utilisée est
la PfuUltrall fusion (Stratagene) selon les infotimas fournies par le fournisseur. Une
seconde amplification conventionnelle, a partirpdaduit PCR précédent et purifié (50 ng)
par extraction sur gel d’agarose 1,5%, est réahs@e la polymérase HotStar (Qiagen) et les
amorces Dis2Ncol et HPArevXhol. Le produit obtestiaors cloné dans le vecteur pProEx-
HtB pour générer le vecteur pProEx-DisclINter-HRA&yifié par séquencage et transformé

dans des souches d’expression.

DiscIT / LDDZrev HPA HPArevXhoIl
—

<+ <+

——»
DisZ2NcoI l / HPAfor

R!

—

I +

Produits minoritaires

PCR avec les amorces exTerr{es Dis2NcoI et HPArevXhol

Produit désiré

Figure 2.5. Principe de la PCR chevauchante appliqguée a la foration de la protéine
hybride DisclINter-HPA.

Un mutant DisclINter-HPA-R163S a également été traitgddans lequel le résidu Arg
163 (acide aminé 1 de la séquence HPA) est remplacéin résidu Ser par mutagenese
dirigée. A partir de la matrice, pProEx-DisclINtdRA, la région codant est amplifiée par la
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polymérase PfuUltrall fusion (Stratagéne) en #ilis les amorces HybR163SFor et
HybR163SRev. Le plasmide pProEx-DisclINter-HPA-R3G&%t alors généré.

2.2.3.Clonage de la lectine SLL2 extraite du corail

2.2.3.1. Clonage
Le clonage du gensl2 a débuté avec l'utilisation des ARN totaux exgraitun corail
du genreSinulariaen collaboration avec Sylvie Tambutté de I'aquarale Monaco.
L’isolement du gene est basé sur le principe dtesays RACE (Rapid Amplification
of cDNA Ends) commercialisé par InvitrogeRiqure 2.6). L'amplification par PCR peut
utiliser soit des amorces (sens et antisens) speeg du géne d'intérét (ASG) soit une
amorce sens spécifique du gene et une amorce riise « universelle » (AU). Les deux

stratégies ont été exploitées.

ARNmM queue poly(A)
5 AAA---AAA, ' Hybridation de 'amorce
4TTTTTTE 5 oligo-dT sur 'ARNm
AP 1
> AAA:AAA, , Synthése d'ADNc grace a
S Rl ~4TTTTTT s la SuperScript™IT RT
— = = s = s = Dégradation des matrices
3 4 TIT--TTTH 15 d'ARNm en utilisant la RNase H
ASG 1
—) Amplification par PCR en utilisant une
3 TTT---TTT 15 amorce spécifique du géne (ASG) et
une amorce universelle (AU)
AU

Figure 2.6. Principe de la 3'RACE (Invitrogen).

Les amorces sens et antisens déegenérées ont étitutes d’apres l'alignement de
séquences des lectines du cofiilularia lochmodegJimbo et al. 2005), d’escargotHelix
pomatiaet Cepaea hortensisotamment), d’amibe)jctyostelium discoideumHuit réactions
de PCR ont été testées avec les couples d’amomieantss SLL1/SLL3, SLL1/AU,
SLL2/SLL3, SLL2/AU, SLL4/SLL6, SLL4/AU, SLL5/SLL6tESLL5/AU. Aprés purification,
le produit PCR est ligué dans le vecteur pGEM-Tyed@romega) et transformé dans la
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souche XL1-blue afin d’étre amplifié avant d’étémsencé. Toutes ces tentatives sont restées
vaines.

Basé sur la séquence nucléotidique publiée (Jiatkal. 2005), deux genesll-2a et
sll-2a-2, de longueurs différentesnt alors été commandés a la compagnie GenScript
Corporation (VWR Strategic Partner). Leur séquem@té optimisée de maniére a éliminer
les codons rares présents chez la bactérieoli sans pour autant modifier la séquence
peptidique. Afin d’optimiser la production sousrfa recombinante daris coli et la levure
P. pastoris cing et six constructions dans des vecteurs réifts ont été réalisées pour les
protéines SLL2a et SLL2a-2 respectivement. Les ¢uistructions résumées dansdeleau
2.4 ont été formées par clonage classique en utiligantolymérase HotStar HiFidelity
(Qiagen) selon les indications du fournisseur. ttes plasmides restants sont générés par
simple digestion enzymatique puis ligation dansdaveau vecteur d’intérét et sont resumés
dans lgableau 2.5

Expres-
Protéine Matrice Amorce Vecteur Plasmide p
-Sion
pUCS57- SLL2a-Ncol i pProEx- -
SLL2a SLL2a-Xhol PPIOEX-HIB | Tg) 5y | Pacterie
pUCS57- SLL2a-Ncol i pRSET- -
SLLo SLL2a SLL2a-Xhol PRSET-A SLL2a | Pactere
& | pET-TEV- SLL2a-EcoRlI PICZA pPICZe- | | ovure
SLL2a SLL2a-Xbal P ) SLL2a
PET-TEV- SLL2a-Pstl pPICZn- pPICZaFlag- levure
SLL2a SLL2a-Xbal HisFlag SLL2a
pUCS57- SLL2a2-For-Ndel i pRSET- -
SLL2a-2 | sLi2a2-Rev-Ecori| PRSETA | g 9ap [ bACterie
pUCS57- SLL2a2-For-Xhol i pRSET- -
Slioap| Stl2a2 | SLL2a2-Rev-EcoR PRSET-A | ) | 2a-2-Hise| PaCtere
&<l pET-M30- | SLL2a-2-EcoRl DICTA pPICZ0- levure
SLL2a-2 2SLL2a-2-Xbal P SLL2a-2
pET-M30- 2SLL2a-2-Pstl pPICZo- | pPICZaFlag-| |
SLL2a-2 2SLL2a-2-Xbal HisFlag SLL2a-2

Tableau 2.4. Récapitulatif des clonages des génes SLL2a et SLI-2a
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Protéine | Enzymes Insert Vecteur Plasmide formé

SLL2a | Ndel/BamHIl pRSET-SLL2a pPET-TEV-CupB6 pET-TEV-SLL24a|
Ncol/BamHI| pUC57-SLL2a-2 pProEx-HtB vide pProEx-SLL2a-2
Ncol/BamHI| pProEx-SLL2a-2 pET-M30 vide pPET-M30-SLL2a-

SLL2a-2

NJ

Tableau 2.5. Récapitulatif des constructions des géne SLL2a et B2a-2 obtenues par

digestion enzymatique.

2.2.3.2. Electroporation

Aprés vérification par séquencage, I'ADN d'un clopesitif est transformé dans la
levure P. pastorispar électroporation. Pour cela, le plasmide (2D g linéarisé avec 25
unités de I'enzym&st (Invitrogen), pendant trois heures a 37°C puisfiguet concentré par
SureClean (Bioline).

Deux jours avant I'électroporation, une précultdeenuit de la souche GS 115 e
pastorisest réalisée dans 5 ml de milieu YPD (1% p/v dakde levure, 2% p/v de peptone
et 2% p/v de dextrose 20%), a 30°C et 250 rpmebddémain, 60 ul de cette préculture sont
ajoutés a 80 ml de YPD. Cette nouvelle culturengise a 30°C, sous agitation a 250 rpm.
Apres une nuit, la DEonm doit étre autour de 1,5. Successivement par ¢egation a 1500
g, a 4°C pendant 5 minutes et resuspension detsclds cellules sont lavées dans 80 ml puis
40 ml d’eau froide stérile, puis également dansr8l2le sorbitol 1 M froid et stérile pour
enfin étre concentrées dans 160 pl de cette dersmution. La transformation est réalisée
avec 5 a 10 pg d’ADN dans au minimum 10 pl d’eatroduit par électroporation (pulse
1600 V, Eppendorf) dans la levure. La totalité delbules électroporées est étalée sur milieu
YPDS contenant 100 pg.thide zéocine. Les boites sont incubées quelques fB0°C

jusqu'a I'apparition des colonies.

2.2.3.3. Analyse de 'ADN génomique
La présence du gene d'intérét dans le génome dievise peut étre contrblée par
PCR, apres extraction de 'ADN génomique. Pour,delaulot cellulaire correspondant a 1
ou 2 ml de culture est lysé dans 200 pl de tampdnN! Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA, 1%
SDS) a 100°C pendant 5 minutes. Apres centrifugatioe minute a 11000 g, le surnageant
est dilué dans 100 ul d’acétate d’ammonium 7 M pét ihcubé 5 minutes a 65°C puis dans

la glace. Apres ajout de 200 ul de chloroformeegttrifugation, le surnageant de la couche
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supérieure est précipité avec 250 ul d’'isopropanoybé 5 minutes a température ambiante
et centrifugé 10 minutes a 13000 g. Le culot estsalavé avec 500 pl d’éthanol 70%,
centrifugé 10 minutes a 13000 g et repris dansl4Dgau mQ.

L’ADN extrait est alors amplifié par PCR avec ldyérase GoTag (Promega) et les
deux couples d’amorces 5’AOX1/3’AOX1 et pPIGFE/pPICZ-R, purifié sur gel (kit Gel
Extraction de Macherey-Nagel) et analysé par ségpgsn

3. Expression de protéines sous forme recombinante

3.1. Expression dans la bactéridescherichia coli

De nombreux parameétres peuvent influencer les reades en protéines : la cellule
héte, la température, la concentration en IPTGdueée d’induction, la densité optique
(DOsoonm au moment de I'induction, le vecteur utilisé péaiclonage (Donovaat al. 1996 ;
Graslund et al. 2008). Déterminer les conditions optimales d’egpien d'une protéine
revient a tester ces parametres.

Différentes souches bactériennes ont été testéasad@re a optimiser I'expression
des différentes protéines dahs coli. Cependant, le protocole d’expression reste simila
guelque soit la souche utilisée. Une précultureidig en milieu Luria Bertani (LB) contenant
les antibiotiques appropriés est réalisée a 37Hcg® une nuit sous agitation (180 rpm). La
culture est lancée aprés ajout d’'un certain demelde préculture de maniére a obtenir une
densité optique a 600nm (g autour de 0,1. A DEonmcomprise entre 0,6 et 1,5 (cela
dépend des essais), I'expression des protéinemadiste par I'ajout d’'IPTG a différentes
concentrations et se fait pendant une durée dé&iéama différentes températures. Au terme
de I'expression, les cellules sont centrifugéesndutes a 6000 g. Les culots bactériens sont
soit directement utilisés en vue d’'une purificatide protéines, soit congelés a -20°C. Le
niveau d’expression des protéines est vérifié eargdant sur un gel polyacrylamide
dénaturant des extraits totauXed’coli avant et aprés induction a I'lPTG. Pour cela, 1dml
culture bactérienne est prélevé avant et apreduidtion des protéines. Les bactéries sont
centrifugées 2 minutes a 13000 g et resuspenduss 5fa pl d’'eau et 50 pl de tampon

dénaturant 2X. Le mélange est alors dénaturé panfidge 5 minutes a 100°C puis par
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sonication pendant 2 minutes, avant d'étre dépas@eal de polyacrylamide en conditions
dénaturantes. Les volumes déposés sont calculés gwoir une quantité équivalente de
protéine dans chaque échantillon en tenant congaeatteurs de dilution ou concentration
appligués aux échantillons prélevés.

Les caractéristigues des souches d’expressionséddi pour les différents tests
d’expression de protéines recombinantes dar®li sont résumées danstébleau 2.6
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Souche Caractéristiques Référence
Souche de référence pour I'expression de protéamsnbinantes|,
déficiente en protéases OmpT et Lon. La désigndD&B)
BL21 (DES3) signifie que la souche porte une copie chromosothalgene de| Novagen
I’ARN polymérase T7 sous le contrdle du promotect)V5 et
donc inductible a I'PTG.
La désignation pLysS indique que la souche portglasmide
BL21 (DE3) codant, pour le lysozyme T_7, inhibiteur naturg!’dé{N
oLysS polymérase T7. L'expression basale de protéinaless Novagen
supprimée avant toute induction. Le plasmide esstant au
chloramphénicol.
Cette souche, dérivée des BL21(DES3), porte au moies
BL21 (DE3) C41 mutation non caractérisée qui prévient la moridaile due a Lucigen
I'expression de protéines recombinantes toxiques.
Cette souche, dérivée de la précédente, favoagpriession de :
L2 Pl e protéines toxiques différentes que BL21(DE3) C41. LT
La désignation Star révéle que la souche portecnrrge muté
BL21 Star (DE3) | (rnel3) qui code pour une enzyme RNase E tronquée, qdi pelnvitrogen
pLysS alors ses capacités de dégradation d’ARNm. Lalgtabes
ARNmM produits est alors fortement augmentée.
Cette souche, dérivée de la souche K-12, possédaaations
Origami (DE3) sur les génes des enzymes _thioreqloxin redudm_xﬁ et
K12 gIL_Jtathlone reductasegd), ce qui favorlse_la formatlor) des pol Novagen
disulfure dans le cytoplasme. Ces mutations sape@ivement
sélectionnées sur kanamycine et tétracycline.
Orlgan};ulg (DES3) La mutation trxB est sélectionnée sur streptomycine Novagen
Cette souche posséde les mutatioxB etgor mais dérive du
mutantlacZYde BL21. Une mutation sur le géne de la permé
Origami B (DE3) | lac provoque une entrée uniforme de I'lPTG darcelhile, ce quil Novagen
permet une régulation fine de I'expression protéign fonction
de la concentration de I'induceur.
La souche Rosetta 2, dérivée des BL21 (DE3), porteecteur
Rosetta 2 (DE3) | pRAREZ2, résistant au chloramphénicol, qui permsyfghese deg Novagen
pLysS ARNSs de transfert (ARNt) correspondant aux codob®AAGG,
AGA, CUA, CCC, GGA et CGG, rares chEzcoli.
Rosetta gami 2 | Rosetta gami 2 posséde les caractéristiques dekesoRosetta 2 Novagen
(DE3) pLysS et Origami.
Cette souche, dérivée des BL21 (DE3), va co-exprigréce a un
plasmide résistant a la gentamycine, deux géneantq@mbur les
, protéines chaperones, Cpn10 et Cpn60, de la baCiispira
Arctic Express . ) S . NN
antartica, qui vont faciliter le repliement de la protéinbasse | Stratagene

(DE3) RIL

température. Elle contient également un plasmigelémentaire,
résistant a la streptomycine, qui porte les géndart pour les

ARNTt des codons AGA, AGG, AUA et CUA.

Tableau 2.6. Récapitulatif des différentes souched’E. coli utilisées pour I'expression de

protéines sous forme recombinante.
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3.2. Expression dans la levurdPichia pastoris

Les colonies d®. pastorisayant intégré le plasmide sont mises en cultuns &aml
de milieu MGYC (1% vyeast extract, 2% peptone, 1%aa@no acid, 0,2% biotine, 1%
glycérol) a 30°C et sous agitation (250 rpm). Apras nuit, la culture est centrifugée a 2000
g pendant trois minutes. Les culots sont lavéspatrifugation et resuspension dans 5 ml de
milieu YNB 1,34% (Yeast Nitrogen Base, Invitrogestgrile. lls sont ensuite resuspendus
dans 10 ml de milieu inductible MMYC (qui corresploau milieu MGYC dans lequel 0,5%
méthanol remplace le glycérol). Les cultures santibées a 30°C sous agitation (250 rpm).
Du méthanol pur (a différentes concentrations poptimisation) est ajouté quotidiennement
pendant 2, 3, 4 ou 5 jours. Des témoins de 2 m$uteageant de culture avant et apres
I'induction sont prélevés, précipités a I'acidechioroacétique (TCA) 100% et analysés sur
gel SDS-PAGE. Méme si la protéine est sensée éteetee dans le milieu de culture, le
contenu des levures est tout de méme analysé afigadsurer de I'absence de protéine
recombinante. Les culots de levure correspondar anl de culture sont resuspendus dans le
méme volume de tampon HEPES-KOH 50 mM pH 7,5, secth4 M, MgCl 10 mM puis
éclatés au cell disrupter a 2,5 kbars. Apres ungifiggation a 12000 g pendant 10 minutes a
4°C, les culots repris dans 900 pl de tampon eslesageants sont analysés sur gel SDS-
PAGE 15%.

4. Techniques de biochimie

4.1. Purification de protéines

Toutes les chromatographies automatisées effecauéesurs de ces travaux ont été
réalisées sur un systtme AKTA-FPLC (Amersham B@sms). Dans ce systéme, les
parametres tels que la pression, le pH et la testymer sont contrdlés. L’'élution des protéines
est suivie par mesure de la densité optique a 28Gu cours du temps. Les tampons de

purification sont systématiquement filtrés et dé&gagrace a un systeme de pompe a vide.
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4.1.1.Préparation des extraits bruts

Les bactéries culottées sont reprises dans un wolden tampon d’équilibration
correspondant a cing fois leur masse, auquel ajét#é une goutte d’ « Antifoam 204 »
(Sigma) et 1 mg de déoxyribonucléase | de pandréam de type IV (Sigma). Les cellules
sont éclatées grace au systéme (One shot cell gdésruConstant System) a 1,8 kbars de
pression. Les broyats bactériens sont alors soanmdgux centrifugations successives. La
premiere s’effectue a 12000 g pendant 10 minuté¥Ca Le culot, appelé fraction 12C, est
alors composé de débris cellulaires et des pratémassemblées sous forme de corps
d’inclusion. Le surnageant est de nouveau cent&ifu§0000 g pendant 30 minutes a 4°C. Le
surnageant, dénommeé fraction 50S et formé desipest&olubles, est filtré sur un systeme de
pompe a vide avant chargement sur colonne. Ponalyae des fractions 12C et 50S par
électrophorése sur gel SDS-PAGE, 50 ul d’échantiiont additionnés a 50 ul de tampon
dénaturant 2X avant d’étre chauffés 5 minutes &A@ @2 soniqués 2 minutes.

4.1.2.Purification des lectines deDictyostelium discoideum

4.1.2.1. Chromatographie sur colonne de Nickel

La présence d'une queue polyhistidine en positiofierinal des protéines
recombinantes permet leur purification par chromaphie de type IMAC (Immobilized
Metal ion Affinity Chromatography). Le principe dmtte chromatographie repose sur les
interactions ioniques qui se forment entre les omyiaidazoles des résidus histidines de la
protéine et les charges positives des ions Nickdadésine. La protéine est ensuite éluée par
un mécanisme compétitif en ajoutant des quantit@issantes d’imidazole.

La purification de la protéine se déroule a temipeea ambiante sur colonne
HisTrap™ (GE Healthcare) de 1 ml et d’'une capatiéaviron 40 mg de protéine-(His)La
colonne est équilibrée dans cing volumes de tangéquilibration : Tris-HCI 20 mM, pH
8,5, NaCl 500 mM, Imidazole 10 mM. L’extrait prajée, dilué dans le méme tampon, est
chargé sur la colonne a 1 ml.ilinAprés un lavage avec le tampon d'équilibraticen, |
protéine est éluée a 1 ml.rlimrace au tampon d'élution : Tris-HCI 20 mM, pH ,8¥aCl
500 mM, Imidazole 500 mM, soit par gradient en 20umes de colonne, soit par paliers a
différentes concentrations d’imidazole.

Le tampon de la protéine est échangé par un tangams imidazole et moins

concentré en NaCl qui differe suivant les besoarstallogenése, biotinylation...) grace a
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une colonne de dessalage PD-10 (GE-Healthcare)ieans les instructions du fabricant. La
protéine est alors dosée par spectrophotométrile syisteme Nanodrop ND1000 (Labtech).

L’étiquette polyhistidine peut éventuellement égbminée par clivage avec la
protéase TEV, produite elle aussi sous forme reauanke. La protéine d’intérét est incubée
une nuit a 20°C avec la protéase TEV diluée au &t2fvec 2 mM de DTT. Le mélange est
ensuite redéposé sur colonne de Nickel afin dersépes protéines clivées des non clivées.
Les protéines sans étiquette seront éluées damacteon non retenue (FNR) ; les protéines
non digérées, ainsi que la protéase seront retesumda colonne grace a leur étiquettegHis

Les fractions correspondant a la lectine sont émsw@ssemblées, concentrées par
ultracentrifugation sur colonne Vivaspin4 5kDa (&$ciences) et conservées a 4°C.

Apres en moyenne cing utilisations successivegolanne de Nickel est lavée et

régénérée selon un protocole détaillé par le fegmir.

4.1.2.2. Chromatographie d’affinité sur colonne de sucre

La fonctionnalité des lectines purifiees peut é&twmntrolée par chromatographie
d’affinité sur résines Sepharose 4B (Sigma), anggde Forssman-agarose (Sigma)beu
GalNAc-agarose (Sigma). L'élution a lieu par contp@t dans un tampon a forte
concentration en-galactose.

Certains tests ont été réalisés en utilisant ldnigoe de purification en batch,
directement dans des microtubes de 2 ml. La rgdi@@ ul) Sepharose 4B ou antigene de
Forssman-agarose, déposée dans le microtube, wsd'tbord lavée et équilibrée avec
respectivement 500 pl d2@ mQ et 500 pl de tampon d’équilibration : Tris-HZ mM, pH
8,5, NaCl 500 mM, Imidazole 10 mM. Entre chaquepétain cycle de centrifugation douce
(6000 g pendant deux minutes) suivi d’'une décaasur paillasse pendant deux minutes
permet de retirer I'exces de tampon sans pertdgba¥sine. L'échantillon est ensuite incubé
pendant 2 heures 30, sous une légere agitatiofC aviec la résine. Le surnageant résultant
de I'étape de centrifugation constitue la fractimon retenue (FNR). Aprés deux étapes de
lavage (L) successives avec le tampon d’équilibnatla protéine d’intérét, éventuellement
accrochée a la résine est éluée (fraction E) dansmpon contenant 0,3 M degalactose
pendant 30 minutes sous une légere agitation.

D’autres tests ont été réalisés dans des colorméées manuellement (1 ml de résine
Sepharose 4B), ou I'écoulement a lieu par gravitél@s colonnes commerciales, connectées
au systeme AKTA-FPLC (5 ml de résimeGalNAc-agarose). De maniére similaire au

protocole décrit pour la purification sur colonne Mickel, la colonne est équilibrée avec le
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tampon d’équilibration correspondant au tampon dbemgiel évolue la protéine aprés

dessalage. Les différents tampons seront plus ntege décrits et analysés dans la partie
Résultats. Aprés chargement sur la colonne et éagc le tampon d'équilibration, la

protéine est éluée avec un tampon contenant 0,8 DAGHL.

Les échantillons correspondant & FNR, L et E sloms @analysés sur gel SDS-PAGE.

4.1.2.3. Chromatographie d’exclusion stérique

Encore appelée tamisage moléculaire ou gel fitratia chromatographie d’exclusion
stérique permet de séparer des molécules en fondddeur volume et donc de leur poids
moléculaire. La phase stationnaire est constit@ebiltes de résines gonflées dans le solvant
utilisé pour I'élution. Le volume des billes estdrfinement calibré, ainsi les molécules dont
le volume est supérieur a celui des billes ne pauyg@eénétrer et sont €luées rapidement. En
revanche, les molécules dont le volume est inféréegelui des billes y pénétrent d’autant
plus gu'il est petit et y subissent des frottemenisles retardent de maniere plus ou moins
importante.

Plusieurs résines (toutes commercialisées par Gdithitare) ont été testées et sont
répertoriées dans kableau 2.7 L'étape de dessalage décrite dans le paragragh Y est
une étape de chromatographie d’exclusion stérigueyravité. La colonne PD-10 contient la
résine Sephadex G-25 et est particulierementégilpour séparer les protéines des sels.

Les colonnes sont calibrées grace au kit de pedéstandard pour chromatographie
par filtration (Amersham). L’échantillon protéiquentenu dans un volume de 500 pl est

déposé sur la colonne pré-équilibrée par le tanugsiré, sous un flux de 0,5 ml.itin

. Gamme de séparation pour
Nom Reésine . _
les protéines globulaires

Polyméres d’allyl-dextran et de N,N’

Sephacryl-5100 méthyléne bisacrylamide 12100 kDa
Superdex 75 Polyméres dedglextran liés a une matr 3470 kDa
agarose
Superdex 200 Polymeres dedEiextran liés a une matrjce 10 & 600 kDa
agarose
Sephadex G-25 Polymeres de dextran liés a de > 45 kDa

I'épichlorohydrine

Tableau 2.7. Récapitulatif des différentes chromatographies d’exlusion stérique testées

durant cette étude.
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4.1.3.Purification des lectines deSinularia lochmodesSLL-2a et SLL-2a-2

La purification des lectines SLL-2a et SLL-2a-2 plées a une étiquette polyhistidine
s’effectue selon un schéma similaire aux lectine®ddiscoideumLes protéines sont tout
d’abord purifiées par chromatographie sur coloneeNickel puis, leur fonctionnalité est
testée par chromatographie d’affinité sur coloneesdcre, soit en batch avec la résine
Sepharose 4B (Sigma), soit sur colonne manuellph@ese 4B) ou commercial®-(
GalNAc-agarose (Sigma)). Les protocoles ont étailii&t préecédemment pour les lectines de

D. discoideum

4.2. Techniques de renaturation de protéines

Les protéines SLL-2a et SLL-2a-2 sont majoritairatnexprimées sous forme de
corps d’inclusion, agrégats protéiques biologiquameactifs. Différents protocoles ont été

testés afin de transformer ces corps d’inclusiopretéines actives.

4.2.1. Utilisation d’Augmedium™

L’augmedium™ (Athena ES) est un additif a ajouter railieu de culture avant
I'induction & I'lPTG pour favoriser I'expression deotéines recombinantes solubles. La
solution 50 X stérile est ajoutée a la cultureféédéntes concentrations (diluée 50, 100, 200,
400 et 800 fois) 20 minutes avant linduction. Leogmortion de protéines solubles et

exprimées sous forme de corps d’inclusion est émsontrélée par analyse SDS-PAGE.

4.2.2.Lavage et solubilisation des corps d’inclusion

Les tests de solubilisation des corps d’inclusiohé&ié réalisés sur les protéines SLL-
2a et SLL-2a-2/GST, clonées respectivement dansdeteurs pET-TEV et pET-M30. De
nombreux protocoles ont été tentés. Leurs détaitsns plus largement abordés dans la partie
Résultats. D’'une maniere générale, les culots bhangsont éclatés au cell disrupter a 2 kbars
soit directement dans les différents tampons deubdiation des corps d’inclusion
(répertoriés dans lebleau 2.8), soit dans un tampon de lavage des corps d’imeiusTris-
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HCI 20 mM, pH 8, sucrose 20%, EDTA 5 mM, Triton RAL1%. Trois a cing cycles de
centrifugation successifs de 10 minutes a 1000@rmettent d’obtenir une protéine agrégée
relativement pure, toujours localisée dans le culgirés lavage, les protéines sont alors
solubilisées dans le tampon de solubilisatidiableau 2.8) deux heures a température
ambiante ou une nuit a 4°C et se retrouvent alans ¢ surnageant apres centrifugation. Les

tests de renaturation sont toujours réalisés seipootéine solubilisée.

Tampon de solubilisation des corps d’inclusion Concer)tratlon
en urée (M)
Tris-HCI 20 mM, pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 10 m[§4, 6 M urée
mercaptoéthanoBtME) 10 mM, glycérol 20%
Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, NaCl 500 mM, Imidazole 10mB-ME 10 mM 6 M urée
Acétate de sodium-acide acétique 20 mM, pH 4, ERTAM, glutathion g m 3:22
réduit (GSH) 1 mM, glutathion oxydé (GSSG) 0,1 mM z
8 M urée
0 M urée
MES 20 mM, pH 6, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSG 0,1 mM 2 M urée
8 M urée
0 M urée
2 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 8, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSG @M 4 M urée
6 M urée
8 M urée
2 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 9, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSG i |——a uree
6 M uree
8 M urée
0 M urée
2 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 10, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSA tnM 4 M urée
6 M urée
8 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 9, NaCl 150 mM, DTT 0,1 M 6 Mae
Tris-HCI 50 mM, pH 9 8 M urée

Tableau 2.8. Récapitulatif des tampons de solubilisation utilisg pour le refolding des

lectines deSinularia lochmodes
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4.2.3.Renaturation des protéines dénaturées

L’étape de renaturation des protéines consistenender trés lentement, la proportion
d’agent dénaturant (urée) de maniére a ce queotaipe dénaturée adopte le bon repliement
tridimensionnel. Deux principales techniques oBttéstées dans cette étude. La renaturation
sur colonne de nickel est un moyen rapide qui pedagurifier et de renaturer la protéine en
une seule étape. La protéine dénaturée est, tabbrtl, accrochée a la résine de nickel via
son étiquette polyhistidine & un flux de 0,5 ml.tiElle est ensuite renaturée directement sur
la colonne, grace a l'injection du tampon de rersion & 0,1 ml.mirf pendant trois heures,
avant d'étre éluée par compétition avec de l'imiadezdans les conditions précédemment
décrites. La seconde méthode, plus classique, stergirenaturer la protéine dans un bécher
par ajout du tampon de renaturation, goutte a gpdt maniere a diluer la solution environ
dix fois. Le flux estimé du goutte a goutte réaliséa pompe péristaltique est de 0,3 a 0,4
ml.min. Les différents tampons de renaturation utilisés séférencés danstableau 2.9

Tampon de renaturation Méthode

Tris-HCI 20 mM pH 8,5, NaCl 500 mM, Imidazole 10 mESH 1 mM, GSSG
1mM

o

Colonne

Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 10 mBEME 5 mM, glycérol| colonne
10%

Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, GIcNAc 10 mM;Arginine 0,5 M,| Bécher
glycérol 10%, GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM

Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, Mg§C2 mM, CaC} 2 )
mM, L-Arginine 0,5 M, sucrose 0,4 M, Guanidine-HCI O,¥6 GSH 1 mM,| Becher
GSSG 0,1 mM

PBS Bécher

Tris-HCI 20 mM pH 8, GalNAc 10 mM Bécher

Tris-HCI 50 mM pH 8, cystéamine 8 mM, cystamine Mim-Arginine 0,5 M | Bécher

Tableau 2.9. Récapitulatif des tampons de renaturation utiliséslans cette étude.

Afin d’optimiser la recherche des conditions de atenation, un kit de quinze
solutions de renaturation QuickFold™ Protein Rafagd commercialisé par Athena ES a
également été testé, selon les indications fourpasle fournisseur. Les solutions sont

référencées danstiableau 2.10
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Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, Mg{2 mM, CaC} 2 mM,

1 Guanidine-HCI 0,75 M, Triton X-100 0,5%, DTT 1 mM
Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, Mg£2 mM, CaCj 2 mM,
2 Arginine 0,5 M, PEG 3350 0,05%, GSH 1 mM, GSSGroM
Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, EDTA 1 mMcrose 0,4 M,
3 Guanidine-HCI 0,75 M, Triton X-100 0,5%, PEG 33509, DTT 1 mM
Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, Mg mM, CaCj 2 mM,
4 Guanidine-HCI 0,75 M, GSH 1 mM, GSSG 0,1 mM
Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mlcrose 0,4 M,
5 Guanidine-HCI 0,75 M, DTT 1 mM

Solution| MES 50 mM pH 6, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 midrginine 0,5 M,
6 sucrose 0,4 M, Triton X-100 0,5%, PEG 3350 0,05%HE mM, GSSG 0,1 mM

Solution MES 50 mM pH 6, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, Mg£2 mM, CaCj 2 mM,
I Guanidine-HCI 0,75 M, PEG 3350 0,05%, DTT 1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, M2 mM, CaCj} 2 mM,
8 sucrose 0,4 M, Triton X-100 0,5%, PEG 3350 0,05%HAE mM, GSSG 0,1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, EBTL mM, arginine 0,5
9 M, Guanidine-HCI 0,75 M, PEG 3350 0,05%, DTT 1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, M§2 mM, CaCj} 2 mM,
10 arginine 0,5 M, sucrose 0,4 M, Guanidine-HCI 0,75%H 1 mM, GSSG 0,1 miyi

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCI 0,4 mM, EBTL mM, Triton X-100

11 0,5%, DTT 1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, EDTAmM, PEG 3350
12 0,05%, GSH 1 mM, GSSG 0,1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, EDTAmMM, arginine 0,5
13 M, Guanidine-HCI 0,75 M, Triton X-100 0,5%, DTT 1Mn

Solution Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, Mgi2 mM, CaCj} 2 mM,

14 arginine 0,5 M, sucrose 0,4 M, Guanidine-HCI 0,75Tviton X-100 0,5%, PEG
3350 0,05%, GSH 1 mM, GSSG 0,1 mM

Solution| Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 240 mM, KCI 10 mM, EDTAmMM, MgChL 2 mM,
15 CaCb 2 mM, sucrose 0,4 M, DTT 1 mM

Tableau 2.10Tampons disponibles dans le kit de renaturation QukFold™ Protein

Refolding commercialisé par Athena ES.

La solubilité de la protéine renaturée et sa famectalité sont respectivement
contrdlées par analyse sur gel SDS-PAGE et chragregtbie d’affinité sur colonne manuelle

de sepharose 4B (Sigma).
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4.3. Caractérisation biochimique des protéines

4.3.1.Electrophorese sur gel de polyacrylamide en préseaae SDS

Cette technique permet de séparer les protéinésetion de leur masse moléculaire.

Les échantillons protéiques sont préalablemenig@ans un tampon Tris-HCI 0,1 M
pH 6,8, glycérol 20% (v/v), SDS 4%, DTT 20 mM, blee bromophénol 0,012% qui
dénature et charge négativement les protéines deéraahomogéne. La dénaturation est
complétée par chauffage a 100°C pendant cing nsnptes par sonication pendant deux
minutes. Les échantillons peuvent également étéeipités au TCA 100% afin de les
concentrer. Apres avoir ajouté 1/10 du volume fohalTCA 100% froid, ils sont incubés 15
minutes a 4°C puis centrifugés 15 minutes a 1308@%C. Le culot protéique est alors repris
dans un certain volume d’eau dilué par un équitadentampon de dénaturation 2X. 1 ul de
NaOH 1 M peut étre nécessaire pour augmenter lafpHle garder la coloration bleue de la
solution. Les échantillons sont ensuite traitésmenaécrit préecédemment.

Les protéines sont alors déposées sur le gel da@glamide constitué d'un gel de
concentration (partie supérieure) (acrylamide 5%,698) et d’'un gel de séparation dont le
pourcentage d’acrylamide est fonction du poids owdbére des protéines a séparer. Une fois
la migration terminée, le gel est ensuite :

- soit coloré au bleu de Coomassie (CoomassieaBtiBlue R-250 2,5 g/L (Sigma),
éthanol/acide acétique 9 : 2 v/v). L’excés de albrest ensuite éliminé par lavage avec un
mélange d’acide acétique 10% (v/v) et éthanol 4654).(

- soit directement coloré par la solution InstaotBl(Euromedex), sans étape de
décoloration. Dans les deux cas précédents, le umargde masse moléculaire Unstained
Standard (BioRad) est déposé sur le gel parallélemex échantillons.

- soit utilisé pour le transfert des protéines mmbrane de nitrocellulose. Dans ce

cas, le marqueur de masse moléculaire Dual ColoR@l) est utilise.
4.3.2. Transfert de protéines et immunodétection (WesteriBlot)
Apres migration sur gel, les protéines sont élécnsférées sur une membrane de

nitrocellulose (Biotrace Pall) a l'aide d'un sys&nde transfert semi-sec (BioRad). Ce

systeme implique la préparation d’'un tampon (TrEH20 mM pH 9,4, glycine 30 mM,
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méthanol 20%) pour la cathode dans lequel serabintindis feuilles de papier Whatman et le
gel et d'un tampon (Tris-HCI 0,3 M pH 10,4, méthat6%) pour I'anode dans lequel la

membrane et trois feuilles de papier Whatman sdvaignées. Le transfert s’effectue sous
courant continu, sous un ampérage correspondar@ mA que multiplie la surface du gel,

pendant une a deux heures.

A la fin du transfert, le gel est coloré afin d’@&wer la présence résiduelle de protéines
et contréler ainsi la qualité du transfert et lanmbeane est lavée quelques minutes dans du
TBS (Tris-HCI 10mM pH 8, NaCl 150mM). Elle subitrpla suite les traitements successifs
suivant :

- une saturation des sites non spécifiques pertlamhinutes avec une solution de
gélatine 1% dans du TBS, suivie de deux lavages denutes dans du TBS-T (Tween 20
0,05%)

- une incubation d’une heure en présence d'anticpmimaire (Penta-His, Qiagen)
dilué au 1/2008™dans du TBS-T suivie de trois lavages de 5 mintiées TBS-T.

- une incubation d'une heure en présence danticapcondaire couplé a la
peroxydase (goat anti-mouse-Per, Sigma) dilué 2000 dans du TBS-T.

La membrane est ensuite lavée trois fois succasginedans du TBS-T puis rincée dans du
TBS avant d’étre révélée avec le kit AEC 101 (Sipma contient le substrat chromogéene de

la peroxydase.
4.3.3. Test d’hémagglutination

La mesure d’activité hémagglutinante est le tessttefaction le plus largement utilisé
pour la détection des lectines et leur caractéoisdiGoldstein 1980 ; Rudiger 1993). Cette
technique repose sur la capacité des lectinesmaefoun réseau avec des érythrocytes par
interaction avec leurs glycoconjugués de surfaes.hématies de mammiféres sont parmi les
plus utilisés (homme, lapin, mouton, porc...). Lestdesont réalisés sur des microplaques de
titration et l'agglutination (ou agrégation) deslglles rouges par les lectines forme une
phase gélatineuse visible a I'eeil nu. En abseneetigité hémagglutinante, les hématies
sédimentent par gravité au fond des puits.

Pour cela, des dilutions en cascade sont réalitéegolume total dans chaque puits
est de 50 pl. La concentration en lectine dansdmijer puits est de 1 mg.thiLa protéine est
ensuite diluée en cascade, de deux en deux, jus@@4° puits. Puis, 25 pl de la suspension

d’érythrocytes de lapin (Biomérieux) a 2% en saolntsaline de NaCl 150 mM sont ajoutés a
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chaque puits, mélangés et incubés a 37°C pendamniBQOtes. La lecture de Il'activité
hémagglutinante est réalisée directement apresioetibation Figure 2.7).

Concentration décroissante en lectine

Puits agglutinés —» b £ & i 9 0 e 0 "0 7@ 1@ i@ (0
- 4 4
. o a 5. & » W W ' '
Puits non agglutinés —» L IT R  OTE SN AR - . ® i@ | -

Figure 2.7. Le test d’hémagglutination sur microplaque de titraion

4.3.4.DLS : Diffusion dynamique de la lumiére

La diffusion dynamique de la lumiere est une teghaitres puissante pour déterminer
la taille des particules diffusantes en solutiofle Eournit ainsi des informations sur la
présence ou non d’agrégats, la polydispersitérmmbogénéité de la solution. Cette technique
rapide et facile a utiliser posséde comme princgpantage d’étre non destructrice. Les
échantillons analysés peuvent donc étre récupérés de manipulation.

Chaque particule en solution évolue suivant un rement aléatoire (mouvement
Brownien) en fonction de sa taille. Plus une mdkcest volumineuse, moins son
déplacement en solution sera rapide. Frappée par lumiere laser, les particules en
mouvement vont interagir avec ce faisceau et lgedger dans toutes les directions. L'analyse
de la lumiere diffusée, recueillie par un détecgtepermettra de déduire le rayon
hydrodynamique de la particule, directement propontel a sa taille en solution. Les
résultats sont alors présentés sous la forme donebe de l'intensité relative de la lumiéere
diffusée en fonction du rayon hydrodynamique desiquées. Dans le cas des protéines, il
permet ainsi d’élucider leur structure quaterndirappareil disponible au laboratoire est le

« Zetasizer nano series » (Malvern Instrument).

4.3.5.La résonance plasmonique de surface

4.3.5.1. Principe
Le systéme Biacore® repose sur le principe de RésmnPlamsonique de Surface
(RPS), pour mesurer, en temps réel, toute intemadiiologique sans aucun marquage des
molécules. Cette technique permet de déterminemndeiére quantitative, les parametres

cinétiques d’une interaction mais également ddeasrilnle maniéere qualitative, les molécules
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impliquées dans cette interaction. La techniqudigup la fixation de I'un des partenaires de
I'interaction, appelé ligand, sur un biocapteur, 4d@ensor chip » pendant que l'autre
partenaire, I'analyte, passe en solution. Le bitaapest composé d’une fine couche de verre
recouverte d’'un film d’or, couplé a différentes ¢tions chimiques permettant d’immobiliser
le ligand. Lorsqu'un faisceau de lumiere monochrigua polarisée illumine, a un angle
précis, l'interface entre deux indices de réfractaifférents, toute la lumiére est réfléchie,
aucune réfraction n’est observée. Les électronscdb$és de la couche périphérique de I'or
sont excités par I'onde incidente et entrent enmasce Figure 2.8. A). Parallelement, une
composante électromagnétique de la lumiére inoijehdnde évanescente, se propage
perpendiculairement a la surface dans le miliemdite de réfraction le plus faible (la
solution). La lumiere réfléchie présente alors ahete d’intensité a un angle précis, I'angle
de résonance, correspondant a I'absorption d’éaelgi’onde évanescente. Les changements
de masse induits par I'association ou la dissariadies complexes ligands-analytes modifient
la réfringence du milieu et décalent ainsi la positle cet angle.

Ces variations sont enregistrées sur un sensorgeaffigure 2.8. B) et quantifiées
en unités de résonance (RU), 1000 RU corresporadantdéplacement de I'angle de 0,1° et
équivalent a la fixation de 1 ng d'analytes par mh& sensorgramme est composé d’'une
phase d’injection (association), d’'une phase de-jpgection (dissociation) avec l'injection
de tampon seul et d’'une phase de régénérationpaesneétres cinétiques sont déterminés
pendant les phases d’association et de dissociatiextraits des données expérimentales a

partir de modéles mathématiques intégrés avegleiéb d'analyse.

4.3.5.2. Préparation du biocapteur

Ces expériences ont été realisées par Samy CeeoniNational Center for
Biomolecular Research dans l'université MasaryBneno en République Tcheque.

Le biocapteur utilisé est appelé CM5 et est forrréqdatre canaux indépendants,
contenant chacun une matrice de dextrans carbokylgét Les groupements carboxyles,
aprées activation par un mélange de 1-éthyl-3-(3étlrylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et
N-hydroxysuccinimide (NHS) (Biacore®) sont utiliggsur immobiliser, via un lien amide, la
streptavidine présente en solution dans un tampm@tae & pH acide. Une solution
d’éthanolamine (Biacore®) est ensuite injectée aturer les groupements activés restés
libres. Des ligands sucre polyacrylamide-biotineot{he-PAA-sucre) (Lectinity Holdings,
Inc.) différents sont alors fixés sur les quatneacex du biocapteur grace a la forte interaction

biotine-streptavidine.
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Figure 2.8. Principe du systéme Biacore®.

A. Schéma du principe de Résonance Plasmoniquerfiecg. B. Sensorgramme.

Le principe de la RPS permet de visualiser en temdglsdes interactions entre biomolécules
non marquées dans un débit continu de tampon. Wrpddenaires de l'interaction ou une
molécule de capture de ce partenaire est immolslisda surface du biocapteur, les autres
partenaires appelés analytes sont injectés a démétant et circulent dans le flux au contact
de la surface du biocapteur. Dans nos conditicass,slicre-polyacrylamide-biotinylés sont
accrochés a la surface via un lien biotine-stregia®, elle-méme immobilisée, via un lien

amide, a la surface du biocapteur. L'analyte eptddéine Discll-Nter.

4.3.5.3. Conditions expérimentales
Le tampon de course utilisé est composé de 10 mRAEHE 150 mM NacCl, 100 uM
CaCl, 0,005% Tween 20. La régénération de la surfacesapteraction des biomolécules a
éte effectuée par des injections de NaCl 1M, NaO©OkM ou de solutions de sucres (de 10
mM a 100 mM). Tous les inhibiteurs ont été founmés Elicityl, excepté Bi-Me-fucoside et
le sialyl Lewis x qui ont respectivement été comdé&nchez Sigma et Dextra. Les conditions

expérimentales sont brievement résumées daablieau 2.11
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Variation de la Cinétique
Conditions Premier test concentration en o q
. d’inhibition
protéines
Température 25°C
Flux 10 pl.min*
Temps de contact 120 s 540 s 540 s
. . . Protéines : de 3 a Protéines 0,5 uM
Concentration | Protéines 50 pg.mt 100 pg.mi* Inhibiteurs 5yM

Tableau 2.11.Conditions expérimentales pour les mesures d’intaction entre Discll-
Nter et les PAA-Man et PAA-Fuc par RPS.

Pour les tests d’inhibitions, les protéines soniamgees avec les solutions d’inhibiteurs
concentrées 10 fois selon un rapport 9 : 1 avgettion sur la surface.

5. La cristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X est une technique permet de déterminer la
position de tous les atomes d'un cristal dans #eep A la différence de la résonance
magnétique nucléaire (RMN), la cristallographie gestéines n’est pas limitée au niveau de
la taille des macromolécules étudiées et est dawerdie une technique phare pour la

détermination de la structure 3-D des protéines.

5.1. La cristallogenése

La cristallogenese consiste a rechercher les dgondibptimales dans lesquelles les
protéines vont s’organiser dans I'espace sous fateneristal. Elles passent alors d’'un état
liquide désordonné a un état solide ordonné. Lerdadcristallisation, la solubilité de la
solution protéique diminue, par un procédé d’évafion controlé, jusqu’a atteindre I'état de
supersaturation favorable a la formation de cristitigure 2.9). Cependant, les protéines
représentent des structures biologiques fragileg @ostabilité dépend de I'environnement
dans lequel elles se trouvent (solvant, pH, comagan,...), et le passage progressif d’'un état

soluble a un état ordonné peut rapidement basenlane précipitation vers un état agrégé.
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Figure 2.9. Diagramme de phase d’une protéine.

La méthode utilisée au laboratoire pour la crisgghése est dite par « diffusion en
phase gazeuse par goutte pendanteigufe 2.10). La goutte contient un meélange de la
solution protéique pure et d’'une solution tamponigEntique a celle présente dans le
réservoir (généralement, le volume total de la fgoast de 2 ul (1: 1, v/v)). Un équilibre
s’établit alors entre la goutte et le réservoir gifflusion des especes volatiles, jusqu’a ce que
la tension de vapeur soit identique dans les dempartiments. L'évaporation d’eau dans la
goutte, plus diluée que le réservoir, concentigrda€ine et les agents précipitants de maniére
a atteindre I'état de sursaturation, favorable falmation de cristaux. Cependant, la méthode
reste empirique et les chances de réussite alésttant les parametres physico-chimiques
intervenant sont nombreux. En effet, la solubili&ne protéine dépend de nombreux
parametres tels que la concentration de la prqtémeH de la solution qui influence la charge
globale de la protéine, la température, la foraggiwe de la solution, la présence d’ions
(calcium, magnésium...), d’agents précipitants (sptdymeres (PEG), alcools...) dont la

fonction est de favoriser les interactions prot@naéine, en brisant la sphere de solvatation.

/ Lamelle de silicone

<+— Graisse

[ Goutte contenant
protéine et agent
précipitant

Réservoir de solution
concentrée en agent
précipitant

—

Figure 2.10. Systéme de cristallisation par « diffusion en phasgazeuse par goutte

pendante ».
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Des tests commerciaux criblant de multiples coadgireprésentent donc souvent le
point de départ des essais. Pour les essais dallgé&ion de Discll-boucleHPA-mutée, les
Kits testés étaient les « Clear Strategy Screeviole¢€ular Dimension Ltd, avec le tampon
Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5) et le « PACT screen » daggn.

Lors de l'étude de complexe protéine-ligand, dewchhiques existent pour
I'introduction des ligands dans les cristaux. Lahnée de « trempage » consiste a baigner un
cristal natif de protéine non complexée dans uhgiea contenant le ligand, qui va diffuser
dans le cristal pour se fixer sur la protéine. Lathnde de « co-cristallisation » consiste,
quant a elle, a incuber la protéine avec le ligavaht de réaliser les essais de cristallisation.
C’est cette méthode qui a été utilisée pour I'otivendes cristaux de Discl complexée avec
les ligands G#81-3GalNAc et GalNAR1-3Gal.

Avant d’étre soumis aux rayons X, les cristaux deénes sont congelés dans I'azote
liquide, de maniere a limiter les dommages cauaéses rayonnements ionisants. Pour cela,
un trempage préalable des cristaux dans une solatimprotectrice (PEG, glycérol, huile

minérale...) est réalisé si nécessaire afin de prélaeformation de cristaux de glace.

5.2. Résolution de structures par cristallographie aux ayons X

5.2.1.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'espbaeglus petit volume translaté dans ces trois
directions qui permet de générer un cristal erggtrappelé maille élémentaifeiqure 2.11.

A.). Elle est définie par trois vecteurs a, b et trat angles notés, (3 ety. Il existe 14 types
différents de maille élémentaire pour décrire Bagement de points en 3-D encore appelés
réseaux de Bravaifigure 2.11. B). Des opérations de symétries (translations etticots)
peuvent également étre appliquées dans la maiks. différents éléments définissent le

groupe d’espace de la molécule cristallisée.
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Figure 2.11. A. Maille élémentaire et parametres a trois dimensins. B. Les 14 réseaux
de Bravais.

Le nuage électronique de chaque atome d'un créstal capacité de diffracter les
rayons X émis par un faisceau incident dans toleteslirections de I'espace. Chaque rayon
diffracté, lorsqu’il n'est pas détruit par ces voss lors d’interférences destructrices, est
observé sous forme de tache noire, appelée adissioé sur un cliché de diffractiorF{gure
2.12). La position de la réflexion indique la directiselon laquelle le rayon a été diffracté par
le cristal et son intensité quantifie la force dan diffracté. Ces deux paramétres sont
indispensables a la reconstruction de I'image de#écnles présentes dans le cristal. La
direction du faisceau est spécifiée par une s@rigais coordonnées ou indices de Milek
et| pour chaque réflexion et son intensité est dénoaiméLe cliché de diffraction peut étre
considéré comme I'image inverse du cristal et regmtée I'espace réciproque. De maniere a
mesurer les directions et intensités de toutegdiexions possibles, le cristal est mis en
rotation durant la collecte des données. Ainsicliché de diffraction est obtenu pour chaque

angle de rotation donné (Rhodes 2006).
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diffraction
]
faisceau X . :' '
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Figure 2.12. Faisceau de rayons X diffracté par un cristal donnat naissance au cliché
de diffraction

5.2.2.Facteurs de structure et densité électronique

Chaque réflexiomkl du réseau réciproque peut étre décrite comme e @oujours
caractérisée par son amplitude et sa phase) nésdikda somme des diffractions de tous les
électrons appartenant au plakl correspondant. Cette équation mathématique es$ alo

appelée facteur de structufg.

Fhkl — J'J‘J'mxly,z)eZHi(hX+ky+|Z) dv

La densité électronique représente la distribution des électrons des ratdéayant
diffractées les rayons incidents. Comme les moéscgont ordonnées dans un cristal, la
densité électronique peut étre décrite par unetifamenathématique périodique. Le graphique
correspondant a cette fonction est donc l'imagendage électronique qui entoure les
molécules et est appelé carte de densité électrenicp densité électronique est reliée au
facteur de structure grace a la transformée deiéfour’intensité I, de chaque réflexion
donne l'amplitude de l'onde qui la décrit et la pos hkl précise sa phase.

Malheureusement, aucun détecteur n’est capableatdjestrer sa phase (Rhodes 2006).
5.2.3.Le probléme des phases

Ce probleme peut étre détourné par différentes adéth Elles utilisent une équation

appelée fonction de Patterson qui est indépenddesephases et dépend seulement des
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intensités déterminées expérimentalement. C’estaitesformée de Fourier des intensités. De
maniére expérimentale, les phases peuvent étrewgdsgepar la méthode de remplacement
isomorphe multiple « MIR multiple isomorphous reggement », ou plusieurs atomes dits
lourds sont introduits dans le cristal ou par legéthndes SAD « Single anomalous
diffraction » ou MAD « Multiwavelength anomalousffdaction » utilisant la diffusion
anomale de certains atomes dans le cristal. N'apastété utilisées pour la résolution des
structures de Discl et Discll-boucleHPA-mutée, eeéthodes ne seront pas davantage
développées. En revanche, lorsque la protéine ldosiructure reste a résoudre posséde un
homologue de structure connue (similarité de séopietiau moins 20%), la méthode du
remplacement moléculaire devient la méthode dexghmiir résoudre le probléme des phases
(Rossmann 1962). Elle consiste a placer la molénléele dans la maille de la molécule de
structure inconnue de facon a utiliser les phases abtenues comme phases de départ. Pour
cela, une recherche en six dimensions de toute®rientations et translations du modele est
nécessaire. Les programmes de recherche automdiqa&onnent le plus souvent en
effectuant deux recherches tridimensionnelles :sdan premier temps une fonction de
rotation permet d’orienter la molécule dans la fagiuis sa position est déterminée par la
fonction de translation. De nos jours des programpee recherche automatique de plus en
puissants sont disponibles er permettent, danseldenr des cas, d’obtenir une solution en
quelques minutes. Pour la résolution des strucitnistallographiques de Discll-boucleHPA-
mutée et Discl en complexe avec les disaccharidd81&3GalNAc et GaINAR1-3Gal, le
progamme PHASER a été utilisé (McCoy 2007). Un negeéliminaire peut alors étre

obtenu.

5.2.4. Affinement

Grace au calcul des phases, une premiere carterd@é@ électronique est calculée et
visualisée a l'aide de logiciels graphiques telg @ioot (Emsley and Cowtan 2004). Pas
toujours de qualité suffisante pour déterminer d¢esifion exacte de tous les atomes, elle
permet toutefois de calculer un nouvel ensemblelikeses et I'obtention d’'une carte de
densité améliorée.

Ce premier modeéle est ensuite affiné. Le but eshithémiser les différences entre le
facteur de structure calculé a partir du modéle) (& le facteur de structure observé
expérimentalement (Fo). Entre chaque cycle d’affielet, aprés inspection des cartes de

densité électroniques 2Fo-Fc et Fo-Fc, le moddi@ajasté manuellement. La carte 2Fo-Fc
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donne la densité électronique pour le modele olsela carte Fo-Fc indique les différences
de densités entre les cartes calculées et obseh@enrrespondance entre le modéle et les
données expérimentales est mesurée grace au faéaeaord cristallographique R qui nous
renseigne sur I'accord entre les amplitudes desudex de structure calculées et observées et
la progression de I'affinement. Plus sa valeuresise, plus le modéle est en accord avec les
données. Le Rfree est un second critére de quklitérrespond au facteur R calculé a partir
d’une fraction de réflexions (5% a 10% du jeu dargees) qui ne sont pas prises en compte
au cours de l'affinement. Si la structure n’est pasaffinée, les facteurs R et Rfree doivent
diminuer en paralléle.

Les parametres structuraux du modele final sonifié@gret comparés aux valeurs
typiques des structures protéiques avec les IdgiPlBROCHECK ou WHATIF (Vriend 1990 ;
Laskowski 1993). La structure peut alors étre dépatans la base de données internationale
RCSB Protein Data Bank (Bernsteahal. 1977).

6. Analyse des glycoépitopes reconnus par HPA

Cette partie a été réalisée en collaboration ay@&r| Miriam Dwek de l'université de
Westminster a Londres pour les étapes de cultdhelaiee et de purification sur colonne
HPA et avec le Dr. Bérangere Tissot de I'lmperiall€ye de Londres pour les analyses par

spectrométrie de masse.

6.1. Principe de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une meéthodealgtsn rapide, sensible et
economique en échantillons qui permet d’identiiede caractériser des molécules d’intérét
selon leur masse. Son principe est basé sur laradima sous l'action d’'un champ
magnétique, de molécules ionisées gazeuses enciord® leur rapport masse sur charge
(m/z). Un détecteur placé en fin de course, coapié ordinateur permet d’analyser et de
tracer, en temps réel, le spectre de lintensitgtive des molécules en fonction du rapport

m/z (Figure 2.13. A). Dés le début des années 1980, cette technigaedgveloppée dans le
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but d’analyser les glycanes portés a la surfacagyesconjugués et a donné naissance a une
nouvelle discipline, la glycomique.

A ce jour, le nombre de sources d’ionisation ehdlgseurs est tres important. La liste
suivante ne reprend que les techniques que j'aiorgrées lors de ces travaux et n’est donc
absolument pas exhaustive.

La source d’ionisation la plus connue est probabl@gme MALDI (matrix-assisted
laser desorption/ionization). Dans cette technidas, échantillons sont co-cristallisés en
présence d'une matrice capable d’absorber de bBméaser, générant ainsi, par vaporisation,
des ions de I'échantillon cible. Cette méthode mi8ation douce produit généralement des
ions moléculaires mono chargés ou le rapport mfzdesc équivalent a la masse de
I’échantillon. L’ionisation par électrospray (ESjte&galement tres employée. Elle permet, en
appliguant un voltage approprié, de vaporiser ensaé¢ I'échantillon contenu dans un faible
flux de liquide. Les microgouttes hautement chasgéent ensuite séchées par des gaz
desséchants. Dans ce cas, la distribution de chestjeproportionnelle au nombre de
groupements ionisables de la molécule. Egalemerg @mployée en glycomique, la
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) consigélextionner, apres une premiere
ionisation, un ion moléculaire parent, a le fragteea nouveau, par collision notamment et a
analyser les ions fils ainsi générés. Cette teclmnigermet de déterminer, grace aux
informations connues sur les voies de biosynthésenature des oses présents dans
I'échantillon.

La technologie d'analyseurs TOF pour Time-Of-Fligfdu temps de vol) a
considérablement amélioré la sensibilité et laltdémm des spectres. En effet, plus le « temps
de vol » des molécules dans I'analyseur est lorgglleare sera leur séparation en fonction du
rapport m/z. Pour ce faire, une série de miroitacgs a I'extrémité de I'appareil modifie la
trajectoire des molécules ionisées jusqu’au déatecpgace proche de la sourdédure 2.13.

B.) (Jang-Leeet al.2006).
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Figure 2.13. A. Structure d’'un spectrométre de masse. B. Trajedire d’'un ion dans un

analyseur a temps de vol

6.2. Traitement des échantillons

6.2.1.1solation des glycoépitopes a partir des lignéeslidaires

6.2.1.1. Préparation des cellules

Trois lignées cellulaires d’adénocarcinomes cola@c ont été utilisées pour la
caractérisation des glycoépitopes reconnus par HRArs caractéristiques sont présentées
dans letableau 2.1 La culture et la préparation des cellules ont rédisées par le Dr.
Miriam Dwek au sein de son laboratoire. Les ceflubmt été cultivées selon un protocole
classique de culture cellulaire excepté la commrsidu milieu qui ne contenait pas de sérum
de veau fcetal. En effet, riche en protéines glyéesy il aurait peut-étre fausse les résultats
de glycomique obtenus par spectrométrie de masse.

Brievement, les cellules sont éclatées par sopitgbuis centrifugées a différentes
vitesses de maniere a récupérer dans le culot lieppyotéines membranaires. 0,5 ml
d’échantillons sont obtenus pour chaque lignée. 208ont directement traités en vue de
I'analyse par spectrométrie de masse et 200 plmaiftés par chromatographie d’affinité sur
colonne HPA.
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6.2.1.2. Purification sur colonne HPA

Apres dilution des 200 ul d’échantillons dans 30@etampon d’équilibration (Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M, CHAPS 0,1% p/v), le®téines membranaires des trois
lignées cellulaires sont chargées manuellementrsaicolonne de chromatographie d’affinité
HPA de 1 ml, équilibrée avec le tampon précédeatcdlonne est ensuite lavée avec 5 ml de
tampon puis les protéines retenues par HPA soéeglavec 10 ml de tampon additionné de
250 mM de GIcNAc (tampon d’élution). Les trois gizations sont réalisées successivement
sur la colonne dans 'ordre suivant : SW 480, SW é2HT 29.

La concentration des protéines avant chargementastwlonne et aprées purification
est déterminée par la méthode de Bradford. Lesnéilbas avant et apres purification sont
dans deux tampons différents, respectivement |lsptate Buffered Saline (PBS : NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, NaHPQO, 10 mM, KHPO, 1,76 mM) et le tampon d’élution. Deux
courbes d’étalonnage avec de la sérum albuminenbd@@SA) sont donc réalisées.

La présence des glycoprotéines reconnues par HRA aprification est contrélée par
la méthode DotBlot, basée sur le principe de WesBlot. 10 pg de protéines (contenues
dans 2 ul de tampon) sont déposés sur une memdbeandrocellulose. Aprés évaporation
compléte, la membrane est saturée par une solddoBSA a 5 % dans I'eau pendant une
heure sous agitation. La membrane est ensuite éecpbndant deux heures avec une solution
d’HPA biotinylée commerciale a 5 pg-fntlans du tampon Tris-buffered Saline-Tween TBS-
T (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 2M5%) puis dans une solution de
streptavidine-peroxydase & 2 pg'ndurant une heure. La révélation est réalisée daes
solution de diaminobenzidine (DAB) et de peroxydeydrogene dans du TBS pendant dix
minutes. Chaque étape est suivie de trois lavaged dninutes dans du TBS-T. Les
échantillons apres purification sont paralléleménmsiités comme les extraits protéiques
membranaires en vue de I'analyse des glycaneppatremétrie de masse.

Les principales étapes de l'analyse glycomique g@@ctrométrie de masse sont
reprises dans laigure 2.14
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Figure 2.14. Schéma détaillant les principales étapes d’'une anale glycomique par
spectrométrie de masse.
Ce schéma est tiré de (Haslatral.2006).

6.2.2.Réduction et carboxyméthylation

Les étapes de réduction et de carboxyméthylatiom mspectivement utilisées pour
réduire les éventuels ponts disulfures présents ldaprotéine et saturés, par des groupements
aceétyles, les soufres réactifs des cystéines.

Les échantillons sont réduits dans 0,6 M Tris-aeidétique, pH 8,5, NaCl 150 mM,
EDTA 5 mM, CHAPS 1 % plv, dithiothréitol (DTT) 10grml™, sous un flux d’azote & 37°C
pendant 1 heure 30. La réaction de carboxymétlylast réalisée dans une solution d’acide
iodoacétique (10 fois en excés molaire par rappart DTT) pendant deux heures a
température ambiante dans I'obscurité. Aprés qubams de dialyse dans 4,5 L de
bicarbonate d’ammonium 50 mM, pH 8,5, pendant 48rd& les échantillons sont

lyophilisés.
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6.2.3.Digestion peptidique a la trypsine

Les échantillons sont incubés avec de la trypsspaic (Promega) selon un ratio de
50: 1 (p/p) dans un tampon de bicarbonate d’amamers0 mM, pH 8,4, a 37°C pendant
seize heures puis purifiés sur résine Sep-Pak GHdss Plus (Waters). La résine est tout
d’abord équilibrée avec 5 ml de méthanol (MeOHYnbd'acide acétique 5 %, 5 ml de
propan-1-ol et trois fois 5 ml d’acide acétiqueisHigchantillon est chargé et lavé quatre fois
avec 5 ml d’acide acétique. L’élution a lieu aves dolutions a teneur croissante en propan-
1-ol : 4 ml de propan-1-ol 20%, 40% et 100%. Lesdpits élués dans chaque solution sont
ensuite lyophilisés.

6.2.4.Récupération desN-glycanes par digestion a la PNGase F

Les fractions éluées dans 20 % et 40 % de propalnsbnt combinées et dissoutes
dans 150 ul de tampon de bicarbonate d’ammoniurmBl) pH 8,4 et digérées par cing
unités de 'enzyme PeptidéN-glycosidase F (PNGase F — Roche Molecular Biocbais) a
37°C pendant 24 heures. Cette enzyme a la capdeté&liver les N-glycanes des
glycoprotéines. Les échantillons sont ensuite E#s et purifiés par chromatographie en
phase inverse sur résine Sep-Pak(W/aters) selon un protocole quasi similaire aicaéerit
pour la purification précédente. Lééglycanes sont récupérés dans une étape d’élution
préliminaire supplémentaire dans 5 ml d’acide goé&ti5%. Les fractions éluées a 20% et
40% d’isopropan-1-ol, contenant notamment (@glycanes accrochés sur des fragments
peptidiques, sont combinées. Les échantillons ocamtelesN- et O-glycanes sont désormais

traités séparément.

6.2.5.Récupération desO-glycanes parB-élimination réductrice

Cette réaction est réalisée dans 400 ul d’'uneisalute borohydride de potassium
(KBH.) (55 mg.ml* dans une solution d’hydroxyde de potassium 0,1a8M)5°C pendant
seize heures. La réaction est stoppée par addiéaring gouttes d’acide acétique et est suivie
d’'une chromatographie échangeuse d’ions sur ré3aveex 50W-X8. Apres un lavage de la
résine avec 15 ml d’acide acétique 5%, I'échantilbbargé est élué avec la solution d’acide

acétigue 5%, séché sous un flux d’azote et lycgihilies exces de borate sont ensuite
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éliminés par quatre co-évaporations successivestiksant 500 pl d’'une solution d'acide
acétigue 10% dans MeOH.

6.2.6. Perméthylation

Les N- et O-glycanes sont perméthylés de maniere a augmeeter stabilité et
améliorer la qualité du spectre. Dans un mortiefagament sec, dix pastilles d’hydroxyde
de sodium (NaOH) sont broyées dans 6 ml de dimsilglkyde (DMSO) de maniéere a
former une pate laiteuse. 1 ml de cette préparasirapidement ajouté aux glycanes secs
avec 0,5 ml d'iodométhane. La réaction se déroolgs sagitation pendant 20 minutes a
température ambiante et est stoppée par ajout d&ugs gouttes d'eau. Les glycanes
perméthylés sont ensuite récupérés par extractioncldoroforme. Environ 2 ml de
chloroforme et 3 ml d’eau sont ajoutés. L'échantillest alors fortement agité puis la phase
agueuse supérieure est éliminée. Cette étapenestvalée plusieurs fois. Le chloroforme est
ensuite séché sous flux d’azote. Les glycanes pghyég sont alors purifiés sur Sep-Pals.C
La résine est lavée successivement avec 5 ml deHyIB@nl d’eau, 5 ml d’acétonitrile 100%
et trois fois 5 ml d’eau. L’échantillon, dissousnda200 pl d’'un mélange eau/MeOH (1: 1
v/v) est chargé sur la colonne, lavé avec 5 ml 'eédué avec des solutions aqueuses
d’acétonitrile a 15%, 35%, 75% et 100% et lyopRilkvant d’étre analyse.

6.2.7.Analyses par spectrométrie de masse MALDI
Les échantillons perméthylés sont dissous dans |[18epuMeOH dont 2 pl sont

mélangés selon un ratio 1 : 1 (v/v) avec la matlieeide 2,5-dihydrobenzoique DHB (20 mg

dilués dans un mélange MeOH /eau (70 : 30)).
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Chapitre 3
Utilisation des lectines HPA, DiscI et DiscII

pour le marquage de cellules cancéreuses

HPA, lectine spécifique du résidu GalNAc et isadégartir de la glande a albumine de
I'escargot de Bourgogne, est utilisée depuis plesvithgt ans en histopathologie comme
marqueur de cancers métastatiques, associés a uwaisigronostic vital (Leathem and
Brooks 1987). Son utilisation en routine a cepehéén limitée par I'impossibilité a produire
cette lectine sous forme recombinante.

Les alignements de séquence ont révélé la présenpdusieurs homologues a HPA
chez les invertébrés dont les lectines a résidlecigasylés appelées discoidines de I'amibe
Dictyosteliumdiscoideum

La microscopie confocale est une technique de mooqmie optique qui permet
d’obtenir des images tres nettes d’échantillonke &Inotamment été utilisée pour démontrer
la spécificité d’'HPA dans la reconnaissance deulesll métastatiques issues de lignées de
cancers colorectaux (Saint-Guircgtsal. 2007).

Un des objectifs ce travail de thése était de tdsgediscoidines comme marqueur de
cellules cancéreuses. A la différence d’'HPA, lexaidines sont facilement exprimées sous
forme recombinante. La découverte de nouvellesépres, possédant les mémes propriétés
prédictives qu’HPA, faciliterait le développemeng¢ ahouveaux outils de diagnostic en

canceérologie.
Ces expériences de marquage de lignées cellulainesles lectines et détection en

microscopie confocale a fluorescence ont été gdien collaboration avec le Dr Miriam V.

Dwek lors de visites dans son laboratoire de I'arsité de Westminster a Londres.
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1. Mise au point expérimentale avec HPA

Les trois lignées cellulaires utilisées comme medid tissus cancéreux sont issues de
cancers colorectaux humains. La lignée SW 480 estmeétastatique alors que les lignées

SW 620 et HT 29 le sont. Les caractéristiques disles sont résumées danddbleau 3.1

Nom Numéro

o e Stade tumoral Genre/Age/Type

ignée

SW480 CCL- | Lignée considérée comme non métastatique, établiemme de 50 anp
228™ a partir du cancer primaire. de type caucasiep
CCL- Lignée considérée comme métastatique, établieMéme patient qué

SW620 297™M partir de métastases dans les ganglions SwW480, un an

lymphatiques. plus tard
HT-29 HTB- Lignée considérée comme trés fortement | Femme de 44 anp
- ™ A i i

38 metastatique. de type caucasiep

Tableau 3.1. Caractéristiques des lignées de cancers colorectautilisées.

Difféerents protocoles de marquage de cellules p&AtHbnt été testés dans la
littérature. Le premier, utilisé sur la lignée HT9,2est une méthode de détection
colorimétrique qui repose sur l'utilisation d’HPAramerciale biotinylée et d’'un conjugué
streptavidine-peroxydase. Le produit de la réaatiozymatique est réveélé par un chromogene
(DAB) qui le colore en brun-rouge (Brooks and Leath1998 ; Lescaet al. 2007) Figure
3.1. D). Le second est une méthode directe qui utilisemi@aroscopie confocale a
fluorescence. Elle implique l'utilisation d’une atibn d’'HPA couplée a un fluorophore. Le
cyanine-5, de couleur rouge, a été utilisé poun#quage de la lignée HT 2Bigure 3.1.

C.) dans l'article (Lescagt al.2007) alors que j'ai moi-méme utilisé le TRITCatament de
couleur rouge, pour le marquage de la lignée SW(BRire 3.1. B). Nous avons également
testé un mode de révélation indirect. Apres fixatdiHPA biotinylée, la révélation est
réalisée en utilisant un fluorophore FITC, colonévert, couplée a de la streptavidifég(ire
3.1. A). La faible intensité de coloration des imagest B @eut davantage étre imputée a la

qualité des images qu’a un marquage limité de SW @ HPA. Quelque soit le mode de
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détection utilisé et la lignée considérée, la ation apparait, de maniére intense, au niveau
de la surface cellulaire.

La spécificité du marquage de lignées et tissusistatiques par HPA a été démontrée
de nombreuses fois (Schumacher and Adam 1997 atesal. 2007 ; Saint-Guironst al.
2007). Cette expérience préliminaire de marquageetieles avec HPA que jai réalisée est
utilisée comme contrdle. Ainsi, nous savons quedesx modes de détection (direct et
indirect) sont valides et que les cellules ne priesd, a priori, pas de phénotypes aberrants.
En effet, la culture cellulairen vitro, particulierement lorsqu’un processus de cand@risa
est présent, peut entrainer une modification dglyaosylation de surface et perturber la
reconnaissance des lectines. Avec ces manipulations nous affranchissons d’'un probleme

expérimental. Tous les résultats a venir peuvent ére considérés comme significatifs.

. |

Figure 3.1. Marquage des lignées cellulaires de cancer colorattSW 620 et HT 29 par
la lectine HPA.

Les images A. et B. ont été acquises au cours decaill de thése. Les images C. et D. sont
issues de (Lescat al.2007).

A. Le marquage de la lignée SW 620 est réalisé par aohution d’HPA commerciale
biotinylée (c = 10 pg.r) et révélé par le fluorophore FITC couplé & l@ptavidine (c = 4
ng.mrb). B. Le marquage de la lignée SW 620 est directemeliségzar une solution d’HPA
commerciale couplée au fluorophore TRITC (c = 10mi¢). C. Le marquage de la lignée
HT 29 est réalisé par une solution d’'HPA couplédlarophore Cy5D. Le marquage de la
lignée HT 29 est réalisé a partir d’'une solutiorllA commerciale biotinylée et révélé par
un complexe streptavidine-peroxydase en présemtg’
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2. Marquages cellulaires avec DiscI et DiscII

2.1. Tests avec les discoidines sur la lignée SW 620

Un test préliminaire de marquage de la lignée natigge SW 620, par microscopie
confocale, a été réalisé avec les lectines DisdDistll biotinylées, produites sous forme
recombinante Kigure 3.2). Comme pour HPA, une coloration tres intense rdembranes
cellulaires est visible. Une préincubation desitest dans une solution de GalNAc a 0,1 M
inhibe la fixation de ces protéines ; aucun marguaig@st observé (résultats non présentés).
Cette expérience démontre que l'interaction emsediscoidines et les épitopes membranaires
est bien de type lectine-sucre. Des controlesipesihégatif ont également été réalisés avec,
respectivement, la lectine HPA biotinylée et sawithe. L'absence de marquage, pour cette
derniére condition, démontre la spécificité deskeonnaissance.

A

Figure 3.2. Marquage de la lignée cellulaire de cancer colorest SW 620 par A. Discl
et B. Discll.

Le marquage est réalisé par une solution de lecbiainylées (c = 10 pg.i) et révélé par
le fluorophore FITC couplé & la streptavidine (¢ pg.ml).

2.2. Margquages des trois lignées cellulaires

Durant la totalité des manipulations, les lectisesit conservées a 4°C dans leur
tampon dit de microscopie a pH 7,4. Le point iscttigue théorique de Discll est de 7,2,
valeur tres proche du pH du tampon, ce qui a emdraa précipitation en solution. Aucune

expérience complémentaire n'a alors pu étre engmadgn effet, le point isoélectrique
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correspond au pH pour lequel la charge globaleagedtéine est équivalente a zéro. Aucune
répulsion n’est observée entre les différentes aubds qui ont alors tendance a s’agréger et
précipiter. Le point isoélectrique estimé de Dissl de 6,7, valeur suffisamment éloignée du
pH du tampon pour ne pas provoquer la précipitadimta protéine.

Selon un protocole identique a celui testé précédem, les trois lignées cellulaires
SW 480, SW 620 et HT 29 ont été marquées par RiselPA igure 3.3). Le noyau des
cellules est coloré en bleu par le colorant To-BPr&Jn marquage spécifique par Discl est
visible sur les trois lignées cellulaires testélessaqu’HPA se fixe uniquement aux lignées
métastatiques SW 620 et HT 29. Discl semble doocanmaitre un épitope différent de celui
fixé par HPA et présent quelque soit 'avancemenprbcessus de métastases. La résolution
des structures cristallographiques de Discl et HPAcomplexe respectivement avec les
disaccharides GRL-3GalNAc et GalNAB1-3Gal et I'antigene de Forssman (GalNAe
3GalNAc) révelent que leurs sites de reconnaissaeqeésentent pas la méme configuration,
celui d’'HPA étant plus étroit et profond (Mathiet al. 2010). Ces différences structurales
sont a l'origine d’une spécificité propre a chadgegtine et peuvent expliquer les marquages
différents observés en microscopie confocale.

SW 480 SW 620 HT 29

DSCI. . .
) . . .

Figure 3.3. Marquage des lignées cellulaires de cancers colotaax non métastatiques
SW 480 et métastatiques SW 620 et HT 29 par Disclt ¢iPA et révélation par

microscopie confocale.

Le marquage est réalisé par une solution de lecbiwinylées (c = 10 pg.m) et révélé par
le fluorophore FITC couplé & la streptavidine (¢ gg.m!%). Les noyaux sont marqués par un
fluorophore bleu appelé To-Pro-3.
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Nous pouvons également constater que le marquagdRa de la lignée HT 29 est
tres surprenant. Il se présente sous forme de graicalisés et non plus, de maniere
homogene, sur l'intégralité de la surface cell@laffigure 3.1). La solution de lectine
utilisée pour les lignées SW 620 et HT 29 étanntideie, le probleme proviendrait
vraisemblablement des cellules adhérées sur laiplde résultat peut étre considéré comme
non significatif.

Quelque soit la lectine et/ou la lignée considéréestes les cellules ne sont pas
marquées. La quantité de cellules reconnues edbaplement proportionnelle a la
concentration en lectines utilisée, comme cela an&intré précédemment (Leseaial.2007)
et n'est pas nécessairement corrélée a la fordenthraction entre les lectines et les ligands
cellulaires. Cependant, il est également envisdgegibe toutes les cellules d'une méme
lignée n’expriment pas nécessairement le ou lag&gs reconnus.

Ces expériences nous permettent de conclure qué Esposseéde pas la capacité de
discriminer spécifiguement les épitopes glycaniquessents sur des cellules métastatiques,
comme HPA. Elle reconnait un ligand présent quelsoi¢ le stade d’avancement de la
tumeur alors qu’'HPA a la capacité de se fixer suépitope uniquement exprimé durant la
transformation métastatique. Aux vues de ces w#sulpréliminaires, les discoidines ne

semblent donc pas étre des marqueurs tumorauxiatésissants qu'HPA.

2.3. Compétition entre Discl et HPA

Un double marquage des lignées métastatiques SVét@20 29 a également été testé
avec Discl biotinylée, révélé par le fluorophorel €l coloré en vert et HPA couplée au
fluorophore TRITC coloré en rouge. Pour les degrdes cellulaires considérées, certaines
cellules sont reconnues uniquement par I'une dag betines, Discl si la coloration apparait
verte et HPA si elle est rouge. Une troisieme aaiégde cellules, colorées en orange est
visible. Elle est reconnue par les deux lectinesuianémentKigure 3.4). La glycosylation
de surface des cellules a l'intérieur d’'une mémede n’est pas homogene. Certaines cellules
vont uniquement présenter les épitopes reconnusDpari ou HPA alors que d'autres
semblent exprimer les deux épitopes de maniérelsimaée. Vraisemblablement, il existe
plusieurs sous-populations de cellules qui ne ptése pas la méme glycosylation de surface.
Ce phénoméne peut-étre provoquée par la présenceeltides dans différents états

cellulaires.
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Il est important de noter que le marquage de laékgHT 29 avec HPA est bien
homogene contrairement & ce qui avait été obdemuée 3.3 Le probleme était donc bien
isolé dans I'expérience précédente et les résuiatboivent donc pas étre considérés comme

significatifs.

SW 620

HT 29

Figure 3.4. Marquage des lignées cellulaires de cancers colotaocx métastatigues SW
620 et HT 29 par Discl et HPA et révélation par micoscopie confocale.

Le marquage par Discl est réalisé par avec solut®iectine biotinylée (c = 10 pg.mlet
révélé par le fluorophore FITC couplé & la strejtiae (c = 4 pg.mt). La coloration apparait
verte. Le marquage d’'HPA est réalisé avec une isolute lectine couplée au fluorophore
TRITC, coloré en rouge (c = 10 pg:H Les noyaux sont marqués par un fluorophore bleu
appelé To-Pro-3.

2.4. Inhibition par des monosaccharides

Des expériences d’inhibition ont également étéigéas. Elles consistaient a incuber
les solutions de Discl biotinylée avec les monokaddes suivants-GalNAc, D-GIcNAc, D-
Gal et o-Me-Man a différentes concentrations. Dans un saliéconomie de matériel

(solution de lectines), les cellules étaient adbgiur de petites lamelles en verre et non plus
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dans de gros puits en plastique. Le protocoleaitesEanmoins identique a celui décrit
préecédemment. Malheureusement, les cellules ne mmtrestées adhérées au support en

verre et aucun marquage n’a pu étre visualisé.

3. Conclusion

HPA est utilisée depuis plus de vingt ans commequeur histopathologique de
cellules cancéreuses a fort pouvoir métastatiquiaible pronostic vital. Les discoidines,
lectines de I'amibdictyostelium discoideupsont homologues a HPA. Le but de ce travail
consistait a tester le potentiel des discoidin@srme marqueurs de cellules cancéreuses.

Malheureusement, Discll a rapidement précipitéuetia marquage n’a pu étre réalisé.
En revanche, Discl est capable de se fixer de marspécifique sur des glycoépitopes
présents a la surface des trois lignées de caontenectal alors qu’'HPA se fixe uniquement
sur les lignées métastatiques. Discl ne possede uhsla capacité de discriminer les cellules
associées a faible pronostic vital.

La comparaison des structures cristallographiquesDiscl et HPA en complexe
respectivement avec les disaccharides GaMNA®Gal et G431-3GalNAc et I'antigene de
Forssman GalNAc1-3GalNAc) (Mathieuet al. 2010) explique les différences constatées
dans le marquage des cellules cancéreuses. Les ldetires possédent chacune une
spécificité propre qui se reflete dans la recorsaaise des lignées de cellules cancéreuses.

Les épitopes cancéreux reconnus par HPA et Discéam pas identifiés, ce qui
complique linterprétation des résultats. Un magguae Discl sur une lignée de cellules
saines du colon aurait permis de contréler si dettine reconnaissait un épitope uniquement
présent a la surface de cancers ou non. En eftet,sdade de la recherche, nous ne pouvons
pas affirmer que le ou les épitopes reconnus paclBiont uniguement présent apres la
transformation tumorale des cellules. Certains @lpaes localisés dans les membranes
présentent naturellement des structupds3GalNAc (le tétraose de la série Globo- par
exemple) (Wennekest al.2009) et pourraient étre des ligands potentielBidel.

La spécificité d’'HPA pour les cellules métastatigjpeut s'expliquer par la prévalence
de certains épitopas-GalNAc, comme les antigenes T (BaI3GalNAa) et Tn @GalNAc)

tres fortement surexprimés lors du processus delal@wement de métastases. Cet aspect a
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été largement développé dans lintroduction. Alque la présence de GalNAc lié @n
reconnu par Disch la surface des cellules métastatiques n’a jaétéipas particulierement
identifiée.

L'impossibilité de produire HPA sous forme recondite limite considérablement
son utilisation en histopathologie. La formation fgemtéines chiméres discoidine-HPA
permettrait de former des marqueurs recombinantgrande quantité et spécifiques des
cellules métastatiques. Cet aspect du travail daggement développé durant cette these et

sera détaillé dans le chapitre 5.
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Chapitre 4
Structures et spécificité de DiscI

Comparaison avec DiscII et HPA

Les résultats, obtenus en collaboration avec Drolkee S. Aragéo, sur les études
structurales et fonctionnelles de la discoidin®is¢l) ont fait I'objet d’'une publication qui
sera décrite dans ce chapitre.

Sophie V. Mathieu, Karoline S. Aragao, Anne Imbe&tAnnabelle Varrot. Discoidin | from
Dictyostelium discoideurand interactions with oligosaccharides: specifjciffinity, crystal
structures, and comparison with DiscoidinJliMol. Biol.400, 540-554, 2010.

Dans cette partie, mon travail consistait a expriree purifier Discl, a partir de
protocoles mis au point par le Dr. K. S. Aragaoamitirson doctorat, afin d’obtenir une
protéine trés pure et assez concentrée pour legseds cristallogenese. L’obtention de
cristaux de Discl, en complexes avec des résidusoret disaccharidiques et la résolution de
plusieurs structures cristallographiques ont pereiscomprendre le mode d’interaction de
cette lectine avec ses ligands et d'expliquer l&&rdnces d'affinité mesurées par

microcalorimétrie isotherme de titration (ITC). Crapitre décrit ces différentes étapes.

1. Production de DiscI sous forme recombinante

La protéine Discl, aprés clonage dans le vecteakmtession pProEx-HtB, a été
exprimée sous forme recombinante dans la soucht@&rleame Rosetta 2 pLysS, qui a la
particularité d’exprimer des protéines possédastabelons dits rares ché&z coli. De plus,
grace a la présence, a son extrémité N-terminalegdttiquette polyhistidine Hjsclivable

par la protéase TEV (Tobacco Etch Virus), Disclpréxée sous forme soluble, est ensuite
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purifiée par chromatographie de type IMAC (Immateli Metal Affinity Chromatography)
sur résine de nickelF{gure 4.1) et analysée sur gel de polyacrylamide en conditio
dénaturantes Hjgure 4.2), selon les protocoles décrits dans le chapitrd.e€.tampon
d’équilibration est le suivant : Tris-HCI 20 mM, @5, NaCl 500 mM et Imidazole 10 mM.
Selon les indications du fournisseur (GE Healthgdaerétention des protéines sur la colonne
serait favorisée dans un tampon légérement baseelus, la forte concentration en sel
limite les effets d’échange d’ions et I'imidazola, faible concentration, est utilisé pour
minimiser les interactions non spécifiques entsepli@téines . coli et la colonne. L’élution
est réalisée soit par gradient linéaire d’'imidazdlant de 10 mM a 500 mMr{gure 4.1. A),

soit par palier & deux concentrations en imidaz@k,mM pour décrocher les protéines
contaminantes et 350 mM pour éluer la protéineté'@t Figure 4.1. B). La visualisation
d’'un pic d'élution, quelque soit la méthode utibsédémontre que la protéine se fixe
correctement aux ions nickel via sa queue polytirsi Sur le gel SDS-PAGHEigure 4.2),

la présence d’'une bande a environ 28 kDa tres it@jement présente dans la fraction
soluble (piste 2) en comparaison avec la fractigregee (piste 1) prouve que, dans les
conditions d’expression testées, la majorité delDs&xprime sous forme soluble. Le pic 1
des chromatogrammes représentent toutes les metéalubles d. coli qui n’interagissent
pas avec les ions nickel de la colonne et formkealetion non retenue (piste 3 Figure 4.2.).
Les pics 3 et 4 représentent respectivement le®ipes contaminantes El' coli qui ont
interagit avec la colonne (piste 4) et Discl pupeste 5). Le pic 2 est composeé, dans les
premiéres fractions, d’'un mélange entre les pregtontaminantes et la protéine désirée et,
dans les dernieres, de Discl pure. Le rendemenemegt estimé a environ 20 mg de Discl
recombinante purifiée par litre de culture.

La purification se poursuit ensuite par I'élimimatide I'imidazole grace a une colonne
de dessalage PD-10 (GE Healthcare). Cette étapgepéde placer la protéine dans un tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, adéquat pauslite des manipulations. L'étiquette
polyhistidine est alors clivée par digestion enzijquee par la protéase TEV pendant une nuit.
Une nouvelle étape de purification sur colonne idkeh permet alors de récupérer la protéine
sans étiquette dans la fraction non retenue (fiskegure 4.2.) alors que la protéine non
clivée, la queue polyhistidine et la TEV, elle-méex@rimée avec une étiquette kliseront

retenues sur les ions nickel de la colonne et éleégrésence d’'imidazole.
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1 Elution Elution
AU
n l A2 maul | B
1600 l 3000 4
1400 l
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0 20 40 60 80 100 120 Ve(ml) “4b 50 Ve(ml)

Figure 4.1. Profils d’élution obtenus lors des purifications de Discl par
chromatographie sur colonne de nickel.

A. Elution par gradient d'imidazole de 0 a 500 nB4 Elution par palier & 75 mM et 350 mM
d’'imidazole.

Les courbes bleue et verte représentent respedivea densité optiqgue a 280 nm (exprimée
en mAU) et la concentration d’'imidazole appliqu@ipéluer les protéines. L'encadré rouge
représente les fractions éluées.

Mm 1 2 3 4 5 6

— e
37 kDa— =
=
| =-v_
- . .

25 kDa— v =

Figure 4.2. Gel SDS-PAGE 12% acrylamide coloré au bleu de Coorssie apres

expression de Discl dans Rosetta 2 pLysS et puriéiton sur colonne de nickel.

Ce gel correspond au chromatogramme B dEidare 4.1 Les pistes 1 et 2 représentent

respectivement la fraction contenant la protéinés@nte sous forme de corps d’inclusion

(apres centrifugation a 12000 g) et la fractionubtd (aprés centrifugation a 50000 g) a

déposer sur la colonne. La piste 3 représentadiidn non retenue sur la colonne. Les pistes
4 et 5 correspondent aux deux pics majoritairesralst lors de I'élution, respectivement pic 3

et pic 4. La piste 6 représente Discl purifiée amlévage de I'étiquette His
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2. Spécificité des lectines de Dictyostelium discoideum

La technique des puces a sucres, développée parClnsortium for Functional

Glycomics » (CFG ;http://www.functionalglycomics.oljg est un outil rapide, mis a la

disposition de la communauté scientifique, pourdi&tules interactions entre une gamme
importante de sucres et des protéines (lectinegyness, anticorps), des ARNs, mais aussi des
cellules entieres ou des particules virales. Laai&n de l'interaction est permise par le
marquage préalable des lectines avec un compas@gicent comme I'Alexa Fluor 488-TFP
(carboxylic acid, 2,3,5,6 tetrafluorophenyl), outifisation d’anticorps spécifiques-igure
4.3).

Oligosaccharides ung\“
{

Biotine

Streptavidine

gﬁﬁ354pm‘s e Baddeqgdd SEM NN ENNN YN L NN Y

Figure 4.3. Principe du Glycan Arrays.

La méthode permet de tester un trés grand nomiot@yasaccharides et exige trés peu de
lectine (0,1-2 pg) pour obtenir un signal optimal.

De maniére plutbt surprenante, les deux discoidpessedent peu de spécificités
communes. Discl présente une préférence nettelgeunotifs a GalNAc (ou Gal) liés ¢1-
3, comme par exemple les disaccharides GIqNABGalNAc, Ggbl-3GalNAc ou
GalNAd31-3Gal. Ces résultats ont été confirmés par midoocaétrie isotherme de titration.
Discll présente un tableau de spécificité plusévanais semble se lier préférentiellement a
des GalNAc portant un LacNAc en position 6 (@EalGIcNAJQ31-6GalNAc) Figure 4.4). 1l
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est également tres intéressant de relever quedas kgctines reconnaissent des glycanes

fucosylés et/ou sialylés. Ces ligands pourraiem g&tconnus par le domaine N-terminal. Cet

aspect sera développé dans le chapitre 6.
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Figure 4.4. Superposition des résultats de puces a sucre obtenavec Discl (rouge) et
Discll (vert) a la méme concentration.

Les pics communs aux deux sont colorés en violet.

3. Structures cristallographiques de DiscI

Des cristaux de Discl, obtenus aprés quelques jdargroissance, ont permis de
résoudre la structure cristallographique de cetééme, complexée avec différents ligands a
haute résolution. Les structures cristallographéqies Discl native (PDB 2W94) et complexée
avec le GalNAc (PDB 2W95) ont été résolues parkDIS. Aragao alors que j'ai résolu celles
complexées avec les disaccharidesp&Ga@GalNAc (PDB 2WN2) et GalNAXL-3Gal (PDB

2WN3). La technique utilisée pour résoudre le prot# des phases a été le remplacement
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moléculaire a partir de la structure de Discl/GatiNBiscl cristallise dans le groupe d’espace

C222 ou le trimére représente le contenu de l'unitéredyique Tableau 4.1).

Discl

Discl/GalNAc

Discl/Galp1-

Discl/GalNAc

3GalNAc B1-3Gal

Conditions de
cristallisation

1,5 M Li;SO,
0,1 M HEPES pH 7,5 (Solution 16 du
kit Hampton crystallization screen 1)

1,2 M Li»SQq, 0,1 M HEPES, pH

7,5

Insertion du

Trempage dans

une solution de

Co-cristallisation (une heure a

. . température ambiante) dans une
ligand GalNAc a 10 _
solution a 1,3 mM.
mM.
Forme des _ .
. bipyramide

cristaux
Photos

Solution de

25% MPD 20% glycérol
cryo
Groupe
C222
d’espace
Dimensions de
72,6 ;274,0; 72,5;273,7 ;
la cellule 72,5;274,3;85,9 72,4;274,0; 86,1
85,8 85,8

a, b, c (A)

Résolution 1,8 A 1,75 A 1,8 A 1,6 A
Code PDB 2W94 2W95 2WN2 2WN3

Tableau 4.1. Récapitulatif des conditions expérimentales et de otinées pour la

résolution des structures cristallographiques de Bil, native et en complexe avec le

GalNAc et les disaccharides G@1-3GalNAc et GaINA31-3Gal.
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De maniére similaire a Discll, I'oligomérisation d@ascl résulte de I'association de
trois monomeres, chacun composé de deux domdigpsé 4.5) :

- un domaine N-terminal présentant une topologissitjue de domaine discoidine (ou
domaine DS).

- un domaine C-terminal typique des lectines dee i) adoptant un repliement de

type sandwich a deux feuillets de trois bffnantiparalléles qui s’agencent €@ grecque

Figure 4.5.  Structure cristallographique du trimére de Discl.

Chaque chaine est colorée par une couleur aveam@ide N-terminal en couleur claire et le
C-terminal en foncé. Les molécules de MPD, du ¢dterminal et GalNAc, du cété C-
terminal, sont représentées en batonnets. Lesdalegum sont représentés par des boules
colorées de la méme couleur que la chaine a lagilebppartiennent.

La carte de densité électronique révele égalenagmtdsence d’ions identifiés comme
étant du calcium, situés au milieu du domaine @Ghiteal a I'interface entre deux monomeres.
lIs semblent participer a la stabilisation du tneneCeci a été vérifié par hémagglutination. La
surface des hématies de lapin est tapissée patouwnbe de sucre. Si la protéine posséde une
activité hémagglutinante, c’est a dire si c’est letine multivalente, un réseau s’établira
entre les différents érythrocytes, inhibant lewtis@ntation. Une phase gélatineuse est alors
visible a I'ceil nu Figure 4.6. Témoin sans EDTA En présence de fortes concentrations
d’agents chélatants, comme I'EDTA, Discl perd sepacités agglutinantes ; les hématies
sédimentent, par gravité, au fond du puits. Ennmelva, pour des concentrations en EDTA
inférieures a 10 uM, I'hémagglutination est de remw visible Figure 4.6). La

concentration en EDTA est probablement insuffispater provoquer une chélation totale des
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calciums et Discl reste fonctionnelle. A I'inverseicun cation divalent n’est observée dans la
structure cristallographique de Discll (Aragetoal. 2008). Ces résultats confirment une étude
précédente qui révélait déja la nécessité de aatitivalents, notamment le calcium, pour

I'activité de Discl alors que l'agglutination de d@il n’était pas modulée par la présence
d’ions (Alexandelet al. 1983).

Dilution en cascade de 10 en 10

EDTA EDTA
10mM  1mM

bl

11

Témoin Témoin
sans sans
EDTA lectine
Figure 4.6. Influence de 'EDTA sur Discl contrdlée par hémaggltination.

La concentration en protéines dans chaque puitégese & 0,5 mg.n| concentration pour
laquelle une agglutination des hématies de lafioleservée.

Dans le complexe Discl/GalNAc, le monosaccharidapiBsé par un réseau de
liaisons hydrogéne, est localisé dans la mémeiposjue celle observée précédemment dans
les autres lectines de type Hidqure 4.7. A) (Sanchezet al. 2006 ; Lescart al. 2007 ;
Aragaoet al. 2008). Le groupement hydroxyle O3 du GalNAc inggravec I'azote NE1 du
Trp 235 et 'oxygéne OD2 de I'Asp 206 du monomédgaeent. L’hydroxyle O4 interagit
avec I'oxygéne OD1 de I'Asp 206 du monomere adjaegeres azotes NE et NH2 de I'Arg
215. L'oxygéne du cycle interagit avec I'azote NeéH2I’Arg 215 alors que les hydroxyles O7
et O1 interagissent avec I'azote ND2 de I'Asn 236e interaction est également observée
entre I'hydroxyle O6 du GalNAc et 'azote ND2 dé\$n 174. La chaine latérale de la Tyr
241 du monomeére adjacent est impliquée dans uamgtion hydrophobe avec les carbones
C3, C4, C5 et C6 du cycle du suckegire 4.7. B).

La plupart des interactions observées impliquengleupements hydroxyles O3 et O4
du sucre, positionnés respectivement en positiapgmtériale et axiale. Ces orientations
expliquent la spécificité de Discl et des autredites de type H pour les monosaccharides
avec une configuration-galacta Une autre stéréochimie a ces positions pourcaiticire a

un conflit stérique, notamment avec la Tyr 241 re¢ perte des liaisons hydrogene cruciales
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avec la protéine. Les acides aminés impliqués dasasliaisons sont strictement conservés
parmi les lectines de type H (Asp 206, Arg 215mt 435 dans Discl).

A/
y A/WwW235

Figure 4.7. A. Superposition du site de reconnaissance du GalNMAdans Discl
(cyan/marine), Discll (vert/jaune) et HPA (saumon/nagenta), B. Représentation du site
de reconnaissance de Discl pour le GalNAc.

A. L'annotation des résidus est effectuée selon hemnérotation respectiv&. Les liaisons
hydrogenes sont représentées en lignes pointilleassphere magenta représente une
molécule d’eau.

La préférence anomérique de chaque lectine deHygs complexe avec le GalNAc,
est influencée par le résidu qui suit le Trp condat localisé dans la boucle de surface. Dans
HPA, la chaine latérale de I'His 84 semble géngrdsition de I'anomer@, favorisant ainsi
sa spécificité pour iGalNAc (Sancheet al.2006) alors que, dans Discll, la Gly 239 permet
la liaison des deux anomeéres (Aragatoal. 2008). La structure de Discl/@dl-3GalNAc
montre que les deux anomeres peuvent se lier MAais 236 favorise néanmoins la liaison de
'anomeéref3. Ceci a également été vérifié par ITC ou Disclggoe une meilleure affinité
pour leBMeGal (Kd = 2,96 mM) que pour son anomerékKd = 8,39mM). Le résidu Asn
236 interagit également avec le groupembiacétyle du GalNAc, ce qui explique la
meilleure affinité de Discl pour le GalNAc (Kd =30, mM) que pour le Gal (Kd = 3,77 mM).
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Dans les structures cristallographiques complegges les disaccharides GalN&c
3Gal et Ggb1-3GalNAc, résolues a 1,6 A et 1,8 A, le GalNAc sisié dans une position
similaire a celle décrite précédemment. Dans lactire Ggbl-3GalNAc, le GalNAc est
cependant positionné difféeremment. Il subit unatioh de -30°C autour de I'axe qui passe
par son carbone anomérigueigure 4.8. A). Les liaisons hydrogéene sont décrites dans le
Tableau 4.2

Dans Discl/GalNAR1-3Gal, le Gal, quant a lui, est orienté vers Egidur de la
protéine et forme uniquement deux liaisons hydregémire ses groupements hydroxyles O3
et O4 et 'azote ND2 de I'Asn 23&igure 4.8. B). Dans la structure Discl/J#l-3GalNAc,
aucun changement dans la conformation des acidesgsm’est observé. Les principales
modifications concernent les groupements hydroxyd&s et O4 du GalNAc. La liaison
hydrogene entre I'hydroxyle O3 et le Trp 235 ediléaet celle avec I'’Asp 206 est perdue. Au
niveau de I'hydroxyle O4, la perte de la liaisordipgene avec I'azote NH2 de 'Arg 215 est
compensée par une nouvelle formée avec le NE1 du23%. Il interagit maintenant avec
I'oxygene OD2 de I'Asp 206 du monomére adjacentgilqu’avec 'OD1. L’hydroxyle O6
peut présenter une seconde conformation qui intes@gc 'oxygene OD1 de I'Asp 206 du
monomere adjacent. Le mouvement du GalNAc permet@amne orientation du Gal dans le
site de liaison ou un nouveau réseau de liaisordFolggnes est créé. Le groupement
hydroxyle O5 interagit alors avec I'azote NE1 dp B85, I'O6 avec les oxygenes OG de la
Ser 242 du monomeére adjacent et OD2 de I'Asp 2086ndnomeére adjacent et 'O4 avec
'oxygéne OE1l de la GIn 204 du monomere voisin ui@e molécule d’eau. Aucune
interaction n’est observée avec les hydroxyles O@% (igure 4.8. C). Les interactions
supplémentaires avec le Gal expliquent la meillaifimité de Discl pour les disaccharides
qgue pour le monosaccharide. La meilleure reconaacesde Discl pour le G#l-3GalNAc
(Kd = 27,2 uM) que pour le GalNB4&-3Gal (Kd = 49,4 uM) est lié a I'environnement lu
restreint de ce résidu Gal qui forme alors dessdias hydrogenes plus fortes et plus

nombreuses avec la protéirkegure 4.8. A).
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c/s242

CrYiee

B CINITA c C/N174
C/Y166 C/v166
C/¥Y241 b c/yza1  ©/s242

c/s242

C/D206
c/Q204

! c/Q204

A/N236

A/N236

Figure 4.8. Liaisons des disaccharides dans le domaine C-ternghde Discl.

A. Superposition des interactions des disacchariges ®iscl. Les disaccharides @&t
3GalNAc et GalNAB1-3Gal sont respectivement représentés en vert eflaiert foncépB.
Représentation de la densité électroniqgue autouiGAINAB1-3Gal, C. Représentation
électronique autour du GHl-3GalNAc.
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Complexe Distances (A)
Atome du ligand Atome, .de & GalNAcp1-3Gal Ga1-3GalNAc
protéine
Site a GalNAc
O1 Asn 236 ND2 3,03 (0,01)
o7 Asn 236 ND2 2,90 (0,03) 3,04 (0,02)
H,0O-Asn 236 N 2,73 (0,10)-2,89 (0,07
03 Trp 235 NE1 2,86 (0,05) 3,06 (0,06)
Asp 206 OD2 2,54 (0,03)
04 Asp 206 OD1 2,58 (0,04)
Arg 215 NE 2,96 (0,10) 2,86 (0,04)
Arg 215 NH2 3,17 (0,01)
Trp 235 NE1 3,09 (0,04)
Asp 206 OD2 2,60 (0,06)
05 Arg 215 NH2 2,98 (0,08) 2,91 (0,02)
06 H,O-Asn174 ND2 | 2,54 (0,06)-2,95 (0,06) 2,75 (0,13)-3,15 (9,410
Asp 206 OD1 2,506
Site a Gal
O3 Asn 236 ND2 3,00 (0,06)
O4 Asn 236 ND2 2,97 (0,07)
H,0-GIn204* OE1 2,90 (0,27)-2,77(0,13)
05 Trp235 NE1 3,24 (0,04)
06 Ser 242 OG 2,70 (0,02)
Asp 206 OD2 2,72 (0,03)
Tableau 4.2. Récapitulatif des contacts établis entre Discl et es ligands

disaccharidiques dans les structures cristallograpues.

Les déviations standards, calculées pour les sités de reconnaissances du trimére, sont

inscrites entre parenthéses.
@ Résidu appartenant au monomere adjacent.
® Liaison hydrogéne pas présente dans chaque moaomer
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4. Conclusion

L’obtention de Discl et Discll sous forme recombiiteaa grandement facilité leurs
études structurales et fonctionnelles. Ces deuxinex homologues ddictyostelium
discoideumsont composées de deux domaines distincts :

- un domaine N-terminal qui sera plus largementti¥ppé dans le chapitre 6

- un domaine C-terminal, spécifique des lectinestyge H et responsable de la
spécificité pour les résidus galactosylés.

Elles forment des trimeres suite a I'enlacementete deux domaines I'un autour de
l'autre. Pour toutes les lectines de type H, lésssde reconnaissance sont localisés a
I'interface entre deux monomeres, au niveau d'aee fle liaison au sucre. La formation d’un
trimére est alors indispensable a la reconnaissa@deur ligand. La partie N-terminale d’'un
monomere crée avec la partie C-terminale du mon®radjacent un sillon superficiel ou
viennent interagir les ligands. Dans Discl, la pree d’ions calcium situés au milieu du
domaine C-terminal a linterface entre deux monaserenforce cette organisation
tridimensionnelle.

La résolution des structures cristallographiques Discl en complexe avec le
monosaccharide GalNAc et les disaccharideGaGalNAc et GaINAB1-3Gal a permis de
comprendre le mode d’interaction de cette lectinecaces ligands et sa préférence pour la
configurationp-galactoet 'anomérie. Les variations d’affinités observées en ITC pows ce
ligands sont également facilement expliquées etiaitiles structures 3-D.

Le r6le précis de ces discoidines chez I'animasiafjue leur ligand naturel ne sont
toujours pas clairement définis. Plusieurs hypakeéseuvent néanmoins étre émises. Au
stade veégeétatif, lorsque les conditions sont favesg Discl est retrouvée dans la membrane
extracellulaire de I'amibe ou elle reconnait uncglgonjugué non caractérisé (Cooper and
Barondes 1984). En cas de carence alimentairearteses se rassemblent et forment des
spores facilitant leur survie et leur disséminatiddiscl pourrait participer a cette
agglutination (Barondest al. 1983). La paroi de ces vésicules serait composéeetiulose
cristallisée agrémentée de polysaccharides rich&sat et GalNAc. La présence de substrats
naturels pour Discll, produite majoritairement duraette phase du cycle de vie de I'amibe
laisse supposer une implication de cette lectimes dantégrité de ces spores (Cooral.
1983 ; Erdos 1989 ; West al.2009). Ces discoidines pourraient alors étre igu@es dans la
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formation de différents types de parois chez l'alirklles pourraient également jouer un réle
dans la reconnaissance de polysaccharides bact@tgrarticiperaient alors aux mécanismes
de défense de l'animal en agglutinant les pathage@e rble de protection a souvent été
identifié pour les lectines d’invertébrés (Zhaegal. 2009 ; Rattanaporn and Utarabhand
2010). Mais aussi, elles pourraient étre impliquéess la phagocytose, processus utilisé par
les souches sauvages dietyostelium discoideurpour se nourrir de bactéries (Gotthagtlt

al. 2006 ; Silloet al. 2008). Les discoidines pourraient alors assuriéérdntes fonctions et
reconnaitre différents ligands suivant leur lo@ian, dans le cytoplasme, a l'intérieur de
vésicules ou a la surface cellulaire.

Malgré de fortes ressemblances (organisation tiquér sites de reconnaissance a
I'interface entre deux monomeres, préférence pesifijands en configuratiangalacto, les
lectines de type H présentent également d’impatanifférences, comme en particulier la
topologie du site de reconnaissan€gre 4.9).

Figure 4.9. Représentation de surface des sites de reconnaissarde Discl (A.), Discll
(B.) et HPA (C.).

Les ligands de Discl, Discll et HPA sont respectieat les deux disaccharides cristallisés
(GalB1-3GaINAc (vert clair) et GalNAR1-3Gal (vert foncé)), un trisaccharide modélisé
(GalB1-4GIcNA{31-6GalNAc) et I'antigene de Forssman (PDB 2CGY).
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Les discoidines possedent un site de reconnaissanéarme de L inversé. Celui de
Discl (A.), plus profond, étroit et étendu que celui de DiéB.), lui permet de reconnaitre
des oligosaccharides lactosaminiques contraire@ddiscll. En revanche, le dessus du site,
plus ouvert dans Discll est déterminant pour l@aneaissance des oligosaccharides branchés
en 1-6 et particulierement la présence de I'His.Z24ns HPA, l'orientation de la chaine
latérale de la Tyr 89 empéche la liaison des otigosarides branchés en 1-6. De plus, la
présence de huit acides aminés supplémentairesvaaunde la premiere boucl&igure
4.10), conduit a la formation d'un sillon plus étroprofond et étendu que dans les
discoidines C.). Ceci explique la spécificité restreinte de cdéetine pour les GalNAc
branchés en 1-3, comme observé par glycan arrayscii®zet al. 2006). Cette partie de la
boucle est également impliquée dans la spécifitiié A pour le monosaccharide puisqu’elle
entoure et stabilise les groupemexitacétyle et O3 du monosaccharide via I'établissermden
plusieurs liaisons hydrogene qui favorisent la ne@issance de ce résidu par rapport au Gal.
Dans les discoidines, cette boucle est plus coddaeséquence et de structure différente en

comparaison avec HPA, et n’interagit pas avec laosaccharide.

premiére
boucle

Figure 4.10. Représentation des structures cristallographiques @k sites de
reconnaissance des lectines de type H.

Discl, Discll et HPA sont respectivement représesitén vert clair/vert, en cyan/bleu et en
saumon/magenta. Chaque site de reconnaissancerest par deux monomeéres chacun
coloré d’'une couleur. Le résidu GalNAc, représartébatonnets, est localisé dans le site de
reconnaissance de Discll.
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La longueur de cette premiére boucle ainsi queolané du sillon semblent étre
primordiales dans le caractére prédictif de canadasble pronostic vital. En effet, seule HPA
posseéde la capacité de reconnaitre, de manierefigpéc les cellules métastatiques de
cancers du colon et du sein notamment (Brooks aathiem 1991 ; lkedat al. 1994). Les
discoidines, au contraire, se fixent a la surfaeelignées cancéreuses, qu’elles soient
métastatiques ou pas. Ces résultats ont été préocgeiet développés dans le chapitre 3. Cette
premiere boucle est donc visiblement fondamentaie putilisation et le développement de

ces lectines de type H comme outil de diagnosticagictérologie.
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Chapitre 5
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La lectine HPA, de l'escargdtielix pomatia est un marqueur capable de cibler
spécifiguement les cellules cancéreuses a caraviastatique. Cependant, la variabilité des
lots commerciaux obtenus par purification a padiescargots d’origine non connue et
I'impossibilité a la produire sous forme recombiteatimite I'intérét de I'utilisation de cette
lectine comme outil d’'investigation de routine ercologie.

HPA possede de fortes similarités de séquence atrdeture avec le domaine C-
terminal des discoidines (Discl et II) de 'amib&tyostelium discoideunCes deux lectines
ont été exprimées sous forme recombinante au ladieaet Discll a rapidement été
caractérisée biochimiquement La structure crisgadiphique de cette derniere a été résolue
durant le travail de doctorat de Karoline S. AradAcagao et al. 2008). Les principales
différences entre HPA et Discll résident dans lafaonation, la séquence et le nombre
d’acides aminés que composent la premiéere bouctaidace appelée boucle de spécificité de
ces deux lectines de type Higure 5.1). Or, comme nous l'avons constaté dans le chapitre
3, seule HPA est capable de discriminer les glyiwoges présents a la surface de cellules
cancéreuses métastatiques. La longueur de cettelebeamble donc étre d’'une grande
importance dans le caractére prédictif de cetténkecDiscll étant exprimée sous forme
recombinante en quantité importante d&n<oli, la stratégie envisagée est de modifier, par
mutagenese, le gene codant pour Discll au niveda Heucle de spécificité de maniere a lui
conférer celle d’'HPA. La protéine chimérique ainsnstruite aurait les mémes propriétés
prédictives qu'HPA et serait facilement expriméasstorme recombinante daBs coli. Dans
ce chapitre, je détaillerai les différentes praddirchimériques construites et les stratégies

mises au point pour I'obtention de mutants fonateis.
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boucle de spécificité

Figure 5.1. Superposition des structures cristallographiques ddPA (cyan, magenta et

jaune) et de Discll (bleu, rouge et vert), complexés avec du GalNAc.

1. Mutants 1

1.1. Construction des protéines par mutagenese dirigée

La construction de la premiére série de mutantsDiell a été basée sur les
homologies structurales observées entre le dom@ierminal de Discll et HPA, selon
I'alignement de séquences deHigure 5.2 La boucle d’'HPA comporte huit acides aminés
supplémentaires (entourés en noir) par rapportla de Discll. Cette séquence a donc été
insérée par mutagenese dirigée (selon le protdBeleeTailor™ Site-Directed Mutagenesis
System d’Invitrogen) dans le géne codant pour latgme Discll. Le mutant Discll-
boucleHPA est alors construit. Les domaines C-tesom muté et natif ont également été
clonés et sont respectivement dénommés Discll{@iacleHPA et Discll-Cter-N257.
Chaque gene ainsi obtenu a été cloné dans le vgaReoEXx-HtB, utilisé pour I'expression de

Discll sous forme recombinante ddascoli.
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RO . B10 11 12
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Figure 5.2.

HPA, basé sur les homologies structurales.

1.2.

FDYVA BIFNN
SISWI IEN..
106

B6

Production sous forme recombinante dang&. coli

Alignement des séquences peptidiques du domaine €rminal de Discll et

Différentes conditions d’expression dans la baeté&i coli ont été testées afin

d’optimiser I'obtention de ces protéines sous forsoduble et fonctionnelle et en quantité

importante. Les différents essais sont répertafads letableau 5.1

DOsggo Température Temps
Souche . . IPTG (mM) , :
d’induction (°C) d’'induction
Discll-boucleHPA

Rosetta 2 pLysS 1,2 0,2 16°C 1 nuit
Arctic Express RIL 0,7 0,2etl 16°C 1 nuit

BL21 (DE3) C41 + pRARE .
5 0,7 0,2 16°C 1 nuit

BL21 (DE3) C43 + pRARE .
) 0,7 0,2 16°C 1 nuit

DisclI-Cter-boucleHPA
0,7etl,2 0,2 16°C 1 nuit
Rosetta 2 pLysS
0,7 0,2etl 25°C 4 heures
Arctic Express RIL 0,7 0,2etl 16°C 1 nuit
Discll-Cter-N257
0,7etl,2 0,2 16°C 1 nuit
Rosetta 2 pLysS
0,7 0,2etl 25°C 4 heures
Arctic Express RIL 0,7 0,2etl 16°C 1 nuit
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Tableau 5.1. Récapitulatif des conditions d’expression dang&. coli des mutants Discll-
boucleHPA, Discll-Cter-boucleHPA et Discll-Cter-N257.

L’efficacité des expressions est évaluée par asays gel SDS-PAGE en contrélant
la présence de la protéine d’intérét avant et aprésction et sa proportion sous forme
soluble. Les protéines mutantes étant produiteguamtité relativement faible, il est parfois
difficile de conclure uniquement d’apres les anadysSDS-PAGE. Une purification par
chromatographie sur colonne de nickel permet al@galuer leur présence et d’estimer leur
quantité relative.

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de désratits essais. Tout d’abord, la
variation de la température pour I'expression deciCter-boucleHPA et Discll-Cter-N257
ne semble pas modifier la proportion de protéimes $orme soluble. Apres une expression a
25°C pendant quatre heures ou une nuit a 16°Cra@an®0% de protéine est solubkdure
5.3). L'expression se déroule néanmoins sur la nuit dans ces conditions, I'étape de
purification peut débuter directement a la fin ¢expression. A 25°C, la production se
termine en fin de journée, ce qui oblige a congeerculots bactériens et a les décongeler le
lendemain pour la purification. La concentration IBTG de 0,2 mM est suffisante pour
induire I'expression de ces protéines.

Considérant uniquement les tentatives réalisée&&@ frendant une nuit, ni la densité
optique au moment de I'induction, ni la concentmaten IPTG, ni méme la souche utilisée ne
semble avoir d'influence sur l'expression des pr@e. La souche sélectionnée pour
I'expression de ces protéines sous forme recomtinest Rosetta 2 pLysS, spécialisée dans
I'expression de protéines présentant des codossatits pour la bactérie coli.

25°C  16°C
»M C S cC S

Figure 5.3. Gels SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie apres mgsion de Discll-
Cter-boucleHPA dans Rosetta 2 pLysS.
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Les pistes C et S correspondent respectivementlatiaprés centrifugation a 12000 g (corps
d’inclusion) et au surnageant apres centrifugaid@®000 g.(protéines solubles). L'induction
est déclanchée par ajout de 0,2 mM d’IPTG et duneutres a 25°C ou une nuit a 16°C. La
fleche noire indique la présence de Discll-Cterdbeld PA.

1.3. Purification par chromatographie sur colonne de nig&el

Grace a la présence d'une étiquette polyhistidinec@é N-terminal, les protéines
exprimées sous forme soluble sont ensuite purifid@shromatographie sur résine de nickel,
selon le protocole décrit dans les chapitres petsd L'élution est réalisée soit par gradient
linéaire d’'imidazole allant de 10 a 500 mM, soitr gelier a deux concentrations en
imidazole, 100 mM pour décrocher les protéines amitantes et 350 mM pour éluer la
protéine d'intérét. La visualisation d’'un pic d'&hn, quelgue soit la méthode utilisée
démontre que la protéine se fixe correctement ang nickel via sa queue polyhistidine.
Cependant, quelque soit la protéine mutante coresdé@t les conditions d’expression
utilisées, cette étape d’élution ne s’est pas é&vékes reproductible. Seul un exemple avec la
protéine Discll-Cter-boucleHPA sera décrit dans nhanuscrit mais ces résultats ont
également été obtenus avec Discll-boucleHPA etID&er-N257.

Les profils d’élution different d’'une manipulati@nune autreRigure 5.4). L’élution
des purifications A, B, D et E est réalisée selorgradient linéaire d’imidazole. Or pour les
cas A et D, deux pics sont visibles. Le premierc () est constitué des protéines
contaminantes, possédant une faible affinité ppmidkel et le second (pic 3) est formé par la
protéine Discll-Cter-boucleHPA pure. Dans les cast B, trois pics sont visibles dont deux
correspondent a la protéine d’intérét pure. Dansake F ou I'élution est effectuée par deux
paliers a 100 mM et 350 mM d’imidazole, trois pwsnt également visibles dont deux
correspondent a la protéine d'intérét pure, éluéesa deux concentrations en imidazole
différentes. Deux populations de protéines, idemsgapres analyse sur gel SDS-PAGE sont
alors obtenues. Dans le cas C, ou I'élution eseégant effectué par palier a 100 mM et 250
mM, deux pics sont obtenus. Le premier est forme mtetéines contaminantes en mélange
avec Discll-Cter-boucleHPA, présente en quantit@titement importante alors que le
second est formé uniqguement de la protéine d’infgwée. Dans ce cas, la purification n’est
pas optimale. Les premiers tests ont été réalisésilesant 350 mM d’imidazole pour éluer la
protéine alors que 250 mM sont suffisants.

Quelgues hypothéses peuvent étre mises en avaneppliguer ces résultats. Durant
ces manipulations, certaines constantes n’ont peerhent été conservées pour tous les

essais. Par exemple, le rapport entre le volummitleu de culture et celui de I'erlenmeyer
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utilisé pour la culture des bactéries, le volume tdmpon d’équilibration utilisé pour
suspendre les culots bactériens avant éclatementeadkelles au cell disrupter (One shot cell
Disrupter, Constant System), la pression de cetéehme, qui n'ont pas toujours été
conservées durant les tests. Certaines d’entres pduvent alors modifier les résultats des
purifications. De maniére générale, lorsque deupufaiions de protéines d'intérét pures
étaient obtenues, elles ont été traitées séparéanta suite des analyses.

La purification se poursuit ensuite par I'élimimatide I'imidazole grace a une colonne
de dessalage PD-10 (GE Healthcare) et au clivagétiguette Hig par la protéase TEV

comme décrit précédemment.

1 Elution Elution Elution
mAU l A mAU B mAU C 3
2500 2500 /
2000 3
2000 Zl 2000 3
1500 l l
1500| 1500
1000
3 1000| /3 1000|
500 2 l

\/l&/, 500 500

= o o
0 20 40 do 80 100 ~Ve(ml) b0 Ve(m) 1 vetm
Elution Elution Elution
mAU|| D mAU| E 3 mAU F
2500 2500
2000 l 2
2000 f 2000 l
1500
1500 3 1500 3
1000 / 3 l
1000 1000 l
2 3
500 l l 500| 500
07‘/\/\_/// )l O:J
30 40 Ve(ml) 60 70 Ve(ml) 40 50  Ve(ml)

Figure 5.4. Profils d’élution obtenus lors des différentes pufiications de Discll-Cter-
boucleHPA par chromatographie sur colonne de nickel

Les courbes bleue et verte représentent respedivean densité optiqgue a 280 nm (exprimée
en mAU) et le gradient d’imidazole appligué pouuetl les protéines. L'encadré rouge
représente les fractions éluées. Le pic 1 corres@ota fraction non retenue. Le pic 2 est
formé des protéines contaminantes qui possédenfaibie affinité pour le nickel ; elles sont
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éluées a une faible concentration d’'imidazole (). Le pic 3 représente Discll-boucle
HPA pure, éluée autour de 250 mM d’imidazole.

1.4. Contréle de la fonctionnalité des mutants par chroratographie

d’affinité.

Aprés élimination de I'étiquette polyhistidine, fanctionnalité des protéines est
évaluée par chromatographie d’affinité sur colodeeGalNAc puis analysée sur gel SDS-
PAGE. Les chromatogrammes obtenus pour Discll-tedtileA Figure 5.5.A.), Discll-Cter-
boucleHPA et Discll-Cter-N257 sont identiques. lie gorrespondant aux protéines purifiées
est identifié dans la fraction non retenue. Aucpnetéine n’est éluée aprés I'ajout d'un
tampon d’élution contenant 0,3 M de galactose ésgmté par la courbe verte sur le
chromatogramme), ce qui signifie qu’aucune protéiaes’est fixée sur le résidu GalNAc de
la colonne. En revanche pour Discll natifeglre 5.5. B), que I'on sait fonctionnelle, la
protéine est entierement retenue sur la colonrestetiécrochée uniquement apres ajout du

tampon d’élution. Aucune des protéines mutantestwapable de reconnaitre du GalNAc.

mAU mAU

350 250

300

200
250

150 100

100
50

50
o

P o % P %0 50 Ve(ml) 0 10 20 30 40 50 60 Ve(ml)

200 150 /

Figure 5.5. Contréle de la fonctionnalité de Discll-boucleHPA @r chromatographie
d’affinité sur colonne de GalNAc (A.)

B. Chromatogramme contrdle avec Discll native.

Les courbes bleue et verte représentent respedivean densité optiqgue a 280 nm (exprimée
en mAU) et I'élution des protéines fixées sur léoooe grace a un tampon contenant a 0,3 M
de galactose.

Une purification dite en batch sur résine Sephadiseontenant un résidu galactose
terminal (Sigma) permet également de controlerolactionnalité de ces lectines. Mais la
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encore, aucune protéine n’est retenue sur la régihes ne sont donc pas capables de
reconnaitre le Gal.

Comme nous venons de le constater, le domainendrar de la protéine native,
Discll-Cter-N257, est lui aussi incapable de re@tre le GalNAc ou le Gal. La non-
fonctionnalité des protéines chimériques n'est dpas uniquement due aux mutations
appliguées au niveau de leur site de reconnaissaraie peut étre provoquée par une
mauvaise organisation des protéines. Leur oligaton a alors été veérifiée par

chromatographie d’exclusion stérique.

1.5. Contréle de I'organisation oligomérique des protéies mutantes

Aux vues des résultats précédents, nous avons ldmmthése que I'organisation
tridimensionnelle pouvait étre a l'origine de lanAonctionnalité des protéines et de la
présence de plusieurs populations de protéine$figagiaprés chromatographie sur colonne
de nickel. En effet, pour les protéines apparteadatfamille des lectines de type H, le site de
reconnaissance du sucre est situé a linterfacee edéux monomeres. L’organisation
trimérique des protéines est donc indispensabler mue la reconnaissance ait lieu.
L’oligomérisation de Discll-Cter-boucleHPA et Dis€ter-N257 a alors été contrblée par la
technique de chromatographie d’exclusion stéridues. tests ont tout d’abord été effectués
sur une colonne Superdex 75. Pour Discll-Cter-teielA, I'élution est composée de trois
pics, identifiées par analyse SDS-PAGE comme étarmirbtéine d’intérétKigure 5.6). La
courbe de calibration permet d’identifier que lemier correspond au volume mort, c'est-a-
dire a la protéine agrégee, le second a une peotéienviron 51,2 kDa, et le dernier,
fortement majoritaire, a une protéine de 20,6 kDmpoids moléculaire d’'un monomére est
de 11,4 kDa. Les pics 2 et 3 pourraient donc cpoedre respectivement a la protéine
trimérique, présente en tres faible quantité etnamnomeéere, majoritairement présent.
L’élution de Discll-Cter-N257 est composé de deugsple premier correspondant aux
protéines agrégées et le second au monomeére. Atdmare n’est visible. L’écart important
entre les poids moléculaire réels et ceux détesnax@erimentalement s’explique par le fait
que Discll est une molécule fortement allongée et la courbe de calibration est réalisée
avec des protéines standard, toutes globulairass Batype de chromatographie, la forme de

la protéine influence trés fortement leur tempsré@tention sur colonne. Deux protéines de
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méme poids moléculaire mais de forme différent@kiglaire ou allongée) ne seront pas
éluées au méme volume. La protéine de forme allagéa un temps de rétention plus faible

que la protéine globulaire.

mAU
350
300
250
200
150
100

50

15 Ve(ml)

Figure 5.6. Contrdle de [l'oligomérisation de Discll-Cter-boucleHPA  par
chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Serdex 75.

Apres équilibration de la colonne avec un tampas-HCIl 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM,
Gal 10 mM, la protéine Discll-Cter-boucleHPA estagee dans un volume de 500 ul avec
un débit de 0,5 ml.mih En bleu, le densité optique & 280 nm (en mAU)asction du
volume d’élution (en ml).

1.6. Stratégie pour la construction de nouveaux mutants.

En comparant, de maniére plus approfondie, lestsimes cristallographiques d’'HPA
et du domaine C-terminal de Discll, nous avons gttr® en évidence I'importance des neuf
acides aminés précédant la boucle de spécifiEigufe 5.7. A). En effet, ils adoptent une
orientation différente dans les deux protéines. zZCH®A, ils présentent une orientation
relativement linéaire permettant a la boucle decifip#é de partir vers I'extérieur alors que

chez Discll, un angle bien plus aigu est formé,qoe orienterait la boucle insérée vers
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I'intérieur. Cette organisation pourrait perturb@eonstruction du trimére et ainsi conduire a
la formation d’une protéine non fonctionnelle. Nawons donc choisi, pour la construction

du mutant numéro 2, Discll-boucleHPA-mutée, de mige neuf acides aminés de Discll

précédant I'insertion de la boucle et de les reogslgar ceux identifies chez HPAigure
5.7.B).

B

180 150

FDRELNECTG. ... ... . .CE
NDACGWAKVIPSDDPGRDN Sj:
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DisecIll-boucleHPA-mute

1]

HPA =HVOE e-I»ZﬂDC NDAGWAKVIPSDDPGRDNT)
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DiseII W IS IGCKK [TiD[
DiscII-boucleHPA-mute E INSIIGCKK
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230 240 250
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Figure 5.7. A. Superposition du domaine C-terminal de Discll (ert, rouge, bleu) avec
HPA (jaune, magenta, cyan) et B. Alignement de séquces entre HPA et les domaines
C-terminaux de Discll et Discll-boucleHPA-mutée.

A. Les cercles rouges indiquent les neuf acides aamméés dans la deuxieme construction.
B. Les rectangles jaunes représentent les identiéésédiuences entre Discll et Discll-
boucleHPA-mutée. Le rectangle vert indique les saqas identiques entre HPA et Discll-
boucleHPA-mutée.

2. Mutant 2

2.1. Clonage, expression et purification par chromatogrphie sur

colonne de nickel

La construction des mutants Discll-boucleHPA-mugie Discll-Cter-boucleHPA-
mutée est réalisée selon un protocole identiquelai cécrit pour Discll-boucleHPA et
Discll-Cter-boucleHPA. Ayant émis I'hypothése geedomaine N-terminal pouvait stabiliser
le trimére et ainsi favoriser sa formation, les mpalations ont été uniguement réalisées avec

la protéine contenant les deux domaines.
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Les souches Rosetta 2 pLysS, Arctic Express RIBL&tl (DE3) C41 contenant le
plasmide pLysSRARE2 ont été testées pour I'exppassie Discll-boucleHPA-mutée. La
densité optique a 600 nm était de 0,7 lorsque Watidn par ajout de 0,2 mM d’IPTG a été
initiée. Elle s’est poursuivie toute la nuit a 16°C

Aux vues de la faible reproductibilité des résasltgarécédant, le protocole de
purification par chromatographie sur colonne dekelica été standardisé. Au terme de
I'induction, les culots bactériens sont pesés pepis dans cing volumes (p/v) de tampon
d’équilibration utilisé précédemment. Les cellueant ensuite soumises au cell disrupter
(One shot cell Disrupter, Constant System) a umsgion de 1,8 kbars puis centrifugées a
50000 g pendant 30 minutes afin d’'isoler les pr&gisolubles qui, apres filtration, seront
déposées sur la colonne.

La Figure 5.8représente les trois profils d’élution obtenusapmxpression de Discll-
boucleHPA-mutée dans les souches bactériennes derdogent citées. Quelque soit la
souche utilisée, la quantité de protéines d’inféédaluée par l'intensité du pic 3, reste
relativement identique. La souche Rosetta 2 pLys8&fi( C) sera néanmoins privilégiée car
le rapport entre la quantité de Discll-boucleHPAt@euet celle des protéines contaminantes

(pic 2) est le plus important.

1 Elution
A B C
mAU mAU mAU
1500 1500 15001
3
1000 l 1000| 3 1000| 3
2 | |
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Figure 5.8. Profils d’élution aprés purification sur colonne de nickel de Discll-
boucleHPA-mutée exprimée dans A. Arctic Express RILB. BL21 (DE3) C41 et C.
Rosetta 2 pLysS

Les courbes bleue et verte représentent respecivean densité optique a 280 nm (exprimée
en mAU) et le gradient d’imidazole appligué pouuegl les protéines. L'encadré rouge
représente les fractions éluées. Le pic 1 corresgola fraction non retenue. Le pic 2 est
formé des protéines contaminantes éluées a 100 'mhtldzole et le pic 3 représente Discll-
boucleHPA-mutée pure, éluée autour de 350 mM danide.
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L’expression et la purification des protéines peivétre contrblées par analyse SDS-
PAGE. LaFigure 5.9 représente I'analyse effectuée apres expressidisidl-boucleHPA-
mutée dans la souche Rosetta 2 pLysS (chromatogeathiohe la Figure 5.6.). Les résultats
obtenus avec les souches Arctic Express RIL et BDHE3) C41 sont similaires. La présence
d’'une bande intense autour de 30 kDa apres induggiste 2) par rapport au témoin avant
induction (piste 1), retrouvée majoritairement d#ndraction soluble (piste 4) révéle que
Discll-boucleHPA-mutée est principalement expriméeus forme soluble dans ces
conditions. Les pistes 5, 6 et 7 représentent otispenent la fraction non retenue sur la
colonne de nickel, les protéines contaminantesecmgs dans le pic 2 et la protéine d’intérét
éluée (pic 3). Cette analyse indique que DisclldbeitdPA-mutée est abondamment retrouvée

dans la fraction éluée (pic 3) et que sa puret&essatisfaisante.

M 12 3 45 6 7

37kDa — -

25kDa—*

Figure 5.9. Gel SDS-PAGE 12% acrylamide coloré au bleu de Coormsie apres
expression de Discll-boucleHPA-mutée dans Rosetta2ysS et purification sur colonne
de nickel.

Ce gel correspond au chromatogramme C dedare 5.8 Les pistes 1 et 2 correspondent

aux extraits totaux de la culture utilisée poumplaification, respectivement avant et aprés

induction. La piste 3 représente la fraction coatera protéine présente sous forme de corps
d’inclusion (apres centrifugation a 12000 g). Lat@i4 représente la fraction soluble (aprés
centrifugation a 50000 g) qui va étre déposéeauolonne. La piste 5 représente la fraction

non retenue sur la colonne. Les pistes 6 et 7 sporadent aux deux pics majoritaires obtenus
lors de I'élution, respectivement pic 2 et pic 3.

2.2. Controle de la fonctionnalité de Discll-boucleHPA-mitée
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La fonctionnalité de la protéine est a nouveauréée par chromatographie d’affinité
sur colonne a GalNAc. Comme pour le mutant 1, DisoucleHPA-mutée n’est pas retenue
sur la résine GalNAc-agarose et ce quelque ssibl@he d’expression testée.

Le test d’hémagglutination nous a alors permis efget sa fonctionnalité sur une
importante gamme de glycanes, dans le cas ou HiscltleHPA-mutée reconnaitrait un
monosaccharide différent du GalNAc. En effet, |[date des hématies de lapin utilisées pour
ce test est tapissée de glycanes tres variés. Bascll-boucleHPAmMutée, aucune
hémagglutination n’est visible, quelque soit la@amtration en protéine testdadure 5.10).

La protéine est visiblement incapable de recormaiitr résidu de sucre. La validité de ce test

a auparavant été testée avec Discll fonctionnelle.

Concentration décroissante en lectine

»

N\ NN la\la)la) (s YA
DiscII—boucIeHPA—mufée( :) *) :) *) 9 NIANS Q \* Q (( Q /
- , YN A -
1 mg/ml ( >/) .\/, .> .7 o) o)(w (o (o < ((0 (\ ><— Contréle (+)
Contrdle (-)

Figure 5.10. Controle de la fonctionnalité de Discll-boucleHPA-nutée grace au test
d’hémagglutination.

Les hématies utilisées proviennent du lapin. Letrédm (-) ne contient par de lectine. Le
controle (+) est réalisée avec la protéine Disatlve & 1 mg.mt.

2.3. Contrdle de I'oligomérisation de la protéine

La diffusion dynamique de la lumiére est une teghei puissante qui permet de
mesurer le rayon hydrodynamique d'une molécule elutisn et donc d'obtenir des
informations sur sa structure quaternaire. Le veaurhydrodynamique de Discll-
boucleHPAmutée et de Discll est de respectivemgi Adm et 4,57 nm, ce qui correspond a
des molécules d’environ 120 kDa et 100 kDa. Cegpres seraient donc bien présentes sous

forme trimérique.

2.4. Résolution de la structure de Discll-boucleHPAmMutée par

cristallographie aux rayons X
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Aprés expression dans Rosetta 2 pLysS et purificapar chromatographie sur
colonne de nickel, Discll-boucleHPAmMutée n’est fasctionnelle méme si elle adopte tres
probablement le bon repliement trimérique. La nétsmh de sa structure par cristallographie
aux rayons X aiderait a comprendre cette non-fonotlité et orienterait la construction de
nouveaux mutants.

Des cristaux de protéines de forme cubique et kaspidale ont été obtenus dans des
solutions de Tris-HCI 100 mM, pH 7,5, formate ddism 4 M et de HEPES 50 mM, pH 7,5,
Li,SO4 1,2 M, respectivement, & partir d’'une solutiorpdetéine a 5,2 mg.nl Des essais de
co-cristallisation avec une solution de GalNAc etfdMe-Gal, a 50 mM dans l'eau, ont
également été tentés. Aprés une incubation dansoli#sons contenant soit 7,2 M de formate
de sodium soit 20% de glycérol (utilisés comme gymectant), les cristaux sont congelés
dans de l'azote liquide.

La collecte des données, réalisée a partir detagrsobtenus dans la solution de
formate de sodium, a eu lieu a 'European SyncbroRadiation Facility (ESRF — Grenoble),
sur la ligne de lumiére 1D23-2. La structure cils@graphique de Discll-boucleHPAmutée a
alors été résolue a 1,8 A. Elle a cristallisé diengroupe d’espace H32, comme la Discll
native et le trimére est construit autour d’un d&esymétrie d’ordre 3. La structure est résolue
par remplacement moléculaire a partir de la streatie Discll native (PDB 2VM9).

De maniere similaire a HPA et Discll, I'oligomériga de Discll-boucleHPAmMutée
résulte d’'une association de trois monomeres paumdr un trimere. Chague monomere est
formé des deux domaines précedemment décrits.aStiglire 5.11. A est représentée une
superposition des structures cristallographiques fdees de liaisons au sucre (domaine C-
terminal) de Discll-boucleHPAmutée, de Discll etHBPA. Ces trois protéines sont
globalement organisées de maniere équivalente.oual®d de spécificité introduite dans la
protéine chimere Discll-boucleHPAmMutée est visitde semble orientée de maniere
équivalente a ce que lI'on observe pour HPA. Malkkasement, I'absence presque totale de
densité électronique entre les acides aminés Serell&ly 186, probablement due a une
flexibilité trop importante de la protéine dans destal, ne permet pas de construire
l'intégralité de cette boucle.

La Figure 5.11. Bdétaille, en représentation en batonnets, leseadcninés mutés
dans Discll-boucleHPAmMutée et permet donc une coagmn précise avec la structure
d’HPA. Concernant les neuf acides aminés (de AéhallPro 181) précédent I'insertion de la

boucle d’HPA, seuls les cing derniers, de Gly 17€ra 181, sont orientés de maniére
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équivalente & HPA. Ceci est d'ailleurs visible lsuFigure 5.11. A. ou la boucle de spécificité
de Discll-boucleHPAmMuté est davantage orientée cembiscll que comme HPA.
Cependant, ces différences ne semblent pas triyyemder I'orientation des cing autres acides
aminés (de Gly 176 a Pro 181).

P23
B 624
pP181
D188 - ¢
f . e P19
& w h ’
GalNAc 'Q’* TN : &igo
¢ 0 Qe €179
: ' =2K17
G247
H84 R191N ——
= ' Al6
Coté C-terminald’HPA et <~ « w177 !
de DiscII-boucleHPAmutée R29 Q 7/ 3 »
w15 ¥ "
R 6176
D12 % "
Coté N-TerminaI/ 3 \ A175
d'HPA Al13 5174

l

C6té N-terminal
de DiscII-boucleHPA-mutée

Figure 5.11. A. Superposition des structures cristallographiquesi’'une face de liaison
au GalNAc de Discll-boucleHPAmutée (en rose), de Bell (en vert) et d’HPA (en bleu).
B. Boucles de spécificité de Discll-boucleHPAmMutgen rose) et d’HPA (en bleu).

A. Les résidus GalNAc représentés en vert et en hlgpartiennent respectivement aux
structures de Discll et d’'HPA. B. Le résidu GalNAppartient a la structure d’'HPA. Les
pointillés en noir et en vert représentent respentent les liaisons hydrogénes établies entre
HPA et le GalNAc et deux acides aminés d’'HPA.

Malheureusement, seuls les trois derniers acidaséanf{Arg 187, Asp 188 et Asn
189) de cette boucle de spécificité introduite d@nscll-boucleHPAmutée ont pu étre

construits. Et la principale divergence entre lesxdstructures se situe au niveau de I'Asp
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188 (son équivalent chez HPA étant Asp 26). Entelés chaines latérale et principale de
I'Arg 187, de I'Asn 189, de la Ser 190 et de I'At§1 sont orientées de maniere parfaitement
similaire dans les deux structures. La chaine ditéde I'Asp 188 dirigée vers l'extérieur
provoque un encombrement stérique au niveau dusiteconnaissance du GalNAc, ce qui
pourrait expliquer I'absence de fonctionnalité deléctine. Dans HPA, l'oxygéne de la
fonction acide portée par la chaine latérale deaciele aminé (Asp 26) forme deux liaisons
hydrogene : la premiére avec I'oxygéne du groupérieacétyle du GalNAc et la seconde
avec un azote de la chaine latérale de I'His 84teG#erniere pourrait étre impliquée dans
I'orientation de la chaine latérale de I'Asp 26. plas, His 84 favorise la stabilisation du
GalNAc dans le site de reconnaissance via |'étsdfient d’'une liaison hydrogéne avec
'oxygene de son group8l-acétyle et un effet d’empilement des cycles desl'ldt du
GalNAc. Dans la séquence de Discll-boucleHPAmuteessidu Gly 247 se trouve a la place
de cette histidine. La troisieme construction degine implique donc la mutation de Gly 247
en His. La protéine Discll-boucleHPAmMutéeG247Hasts construite.

HPA possede également un pont disulfure intramédéeuétabli entre les Cys 9 et 80,
qui participe probablement a la stabilisation dunomere de la protéin&igure 5.12). Situé
juste en amont de la boucle de spécificité, il pmurégalement étre impliqué dans son

orientation.

Boucle de spécificité d'HPA

Figure 5.12. Superposition des structures cristallographiques d& monoméres de
Discll-boucleHPAmuté (en rose) et d’'HPA (en bleu).
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Le pont disulfure intramoléculaire présent chez H&tAes acides aminés équivalents chez
Discll-boucleHPAmMuté sont représentés en batonnets.

Un pont disulfure posséde une énergie estimée de 6 kcal/mol. Sachant qu'une
protéine native ou présente dans un état de rephieoorrect est plus stable de seulement 5 a
10 kcal/mol par rapport a un état dénaturé ou epltié; il est clair qu’un pont disulfure bien
formé est impliqué dans la stabilisation des pr&®i (Zavodszkyet al. 2001). La
déstabilisation provoquée par I'élimination d’'unnpaisulfure est généralement a l'origine
d’'une perte de fonction de la protéine méme sirlacture tridimensionnelle n’en est que tres
peu affectée (Schulenburgt al. 2010). L'insertion de deux résidus cystéines exegén
capables de former un pont disulfure est une gfimfgayante pour améliorer la stabilité de
certaines protéines produites sous forme recomt@n@ornilloset al.2010 ; Futamiet al.
2000 ; Hagiharaet al. 2007 ; Saerenst al. 2008). Cette méthode a été appliquée a Discll-
boucleHPAmutée.

A la place des Cys présentes dans HPA, on retralaes la séquence de Discll-
boucleHPAmMutée, l'lle 171 et la Phe 243. Dans latg@me mutant, ces résidus sont
remplacés par deux résidus sérine de maniere br &eab liaisons hydrogene, de plus faible
énergie qu’un lien covalent soufre-soufre mais phbdément plus faciles a exprimer sous
forme recombinante. En effet, les difficultés d’eegsion d’HPA dans la bactéiie coli et la
levure P. pastorispeuvent étre imputées a la mauvaise formationlidas disulfure intra
et/ou intermoléculaires. A partir de la protéineinoérique 3, le triple mutant Discll-
boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F243S est alors cortstrui

3. Mutant 3 : DiscII-boucleHPAmMuté-G247H et mutant
4 : DiscII-boucleHPAMuté-6247H-I1715-F243S

La construction des mutants Discll-boucleHPAmut@#B4 et Discll-Cter-
boucleHPAmMutée-G247H est réalisée par mutagenéggdaliclassique, a partir des matrices
de Discll-boucleHPAmutée et Discll-Cter-boucleHPA#éwr) respectivement. De maniére
similaire, les mutants Discll-boucleHPAmMutée-G24iaHM1S-F243S et Discll-Cter-
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boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F243S sont construitspartir des matrices Discll-
boucleHPAmutée-G247H et Discll-Cter-boucleHPAmMu®247H.

L’expression de ces quatre mutants a été réaliage ld souche Rosetta 2 pLysS. La
densité optique a 600 nm était de 1,2 lorsque dation, par ajout de 0,2 mM d’IPTG, a été
initiée. Elle s’est poursuivie toute la nuit a 16°C

Ces protéines sont ensuite purifiées par chromaypbig sur colonne de nickel selon le
méme protocole que celui décrit pour Discll-boudthutée. Les chromatogrammes
obtenus sont rassemblés danBigure 5.13 En comparant les profils d’élution obtenus pour
Discll-boucleHPAmutée-G247H F{gure 5.13. A avec Discll-Cter-boucleHPAmMutée-
G247H fFigure 5.13. B) et Discll-boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F243%g(re 5.13. C)
avec Discll-Cter-boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F24Bigyre 5.13. D), il est intéressant
de noter que le pic correspondant a la fractioeetlest beaucoup plus important pour les
mutants présentant les deux domaines que pour geigkiement formés du domaine C-
terminal. La présence du domaine N-terminal serdblec étre primordiale pour améliorer
I'efficacité de I'expression, probablement en diahnt la formation du trimére.

L’influence des mutations 1171S et F243S est, qaaelle, évaluée en comparant les
profils d’élution obtenus pour Discll-boucleHPAmMet&247H A.) et Discll-
boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F243S.). Le pic d’élution pour Discll-boucleHPAmMutée-
G247H-1171S-F243S est beaucoup plus petit que obleinu avec Discll-boucleHPAmMutée-
G247H. Les mutations 1171S et F243S défavorisemic dimrtement I'expression de ce
nouveau mutant. Les mémes conclusions peuventédtises en comparant Discll-Cter-
boucleHPAmMutée-G247HB() et Discll-Cter-boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F2433.).(
L’environnement proche peut étre a l'origine deteatltération d’expression. En effet,
l'isoleucine et la phénylalanine sont des résidydréphobes alors que le groupement
hydroxyle de la sérine rend cet acide aminé hydlepEnfoui au cceur de la protéine, ce
caractére hydrophile peut fortement perturber &bibté de la protéine et donc nuire a son
expression. Il aurait peut-étre été intéressamhdier ces résidus 1171 et F243 en cystéines et
d’exprimer ces protéines dans des souches spéesldans la formation de ponts disulfure,
telles que les Origami (DE3) ou Rosetta gami (DHE3).effet, mémes si les groupements
thiols (-SH) des cystéines et hydroxyles (-OH) désines semblent tres similaires, leur
caractéere hydrophobe est tres différent, les aysseétant fortement hydrophobes par rapport
aux serines (Nagaret al. 1999).

Apres élimination de I'imidazole par dessalagefoiactionnalité des quatre mutants

est testée par hémagglutination. Aucune activitedgglutinante n’est détectée, quelque soit
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la protéine considérée. Ces mutants ne semblet gisfonctionnels. L'oligomérisation des

protéines n'a pas été testée par DLS. Il est ddfficile de conclure sur les raisons de cette
non fonctionnalité des mutants. Elle peut étre dugn mauvais repliement protéique qui

conduit a la formation incorrecte du site de re@ssance alors incapable de fixer un résidu
glycanique, quel gu’il soit ou a la non formation ttimére. Une nouvelle stratégie pour

I'obtention de protéines chimeres est alors enéisag
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Figure 5.13. Profils d’élution de la purification par chromatographie sur colonne de
nickel de A. Discll-boucleHPAmutée-G247H, B. DiscHCter-boucleHPAmutée-G247H,
C. Discll-boucleHPAmMutée-G247H-1171S-F243S et D. Bell-Cter-boucleHPAmutée-
G247H-1171S-F243S.
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Les courbes bleue et verte représentent respecivean densité optiqgue a 280 nm (exprimée
en mAU) et le gradient d’imidazole appligué pouuegl les protéines. L'encadré rouge
représente les fractions éluées. Le pic 1 corresgola fraction non retenue. Le pic 2 est
formé des protéines contaminantes éluées a 100 fimviddzole et le pic 3 représente les
protéines d’intérét, éluées autour de 250 mM d’amale.

4. Mutants 5 et 6 : Construction des protéines
hybrides DiscIINter-HPA et DiscIINter-HPA-R163S

Le domaine N-terminal de Discll semble stabiliseptotéine et favoriser la formation
du trimere. De plus, les protéines chimeres, mdegéombreuses tentatives testées restent
toujours non fonctionnelles. Nous avons alors aaitstine protéine hybride composée du

domaine N-terminal de Discll auquel est directensgotitée HPAFKigure 5.14).

1 10 20 30 40 50 60 70
MAVPAGSVSCLANAL LNL RSSTDYNADHGVKNS! LNFSNSKDASRFDGSESWSSSVL DKNQFI VAGSDSVKHFVA

80 90 100 110 120 130 140 150
| STQGREDHDOWTSYKL RYTLDNVNWEYNNGET | NANKDRNST VTI NENPPI KARSI Al HPQTYNNHI SLRVE
160 170 180 190 200 210 220
L YAL PVKSYSNPRVQSGKI DOGNDAGWAKVPSDDPGRDNTREL AKNI TEFASPYCRPPWIL LS TQLDVEOSONLR
230 240 250 260
VI ARL YSVSPTGFKASCYTWHNTKVYSNE! SW S ENY

Figure 5.14. Séquence de la protéine hybride DisclI-Nter-HPA.

Les séquences écrites en bleu et en noir reprégeatpectivement le domaine N-terminal de
Discll et son bras espaceur. La séquence d’HPAsstite en rouge.

La construction de cet hybride est réalisée par Bl@#Rauchante a partir des matrices
pProEx-Discll et pET-15-HPA selon le principe dé@mdé dans le chapitre 2. Un mutant
Discll-Nter-HPA-R163S est construit par mutagenés@ée classique en utilisant comme
matrice la protéine hybride précédemment citéeefiet, en étudiant la structure potentielle
de cette chimére, il semblait que la chaine latédal I'arginine 163 (qui correspond a 'acide
aminé 1 dans la séquence d’'HPA) présentait un emeoment stérique avec les résidus du
bras espaceur. Cet acide aminé est donc remplacénpasérine, résidu rencontré a cette
méme place dans la séquence de Discll entiére.

L’expression de ces mutants a été réalisée dasmuiche Rosetta gami 2 pLysS. La
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densité optique a 600 nm était de 0,7 lorsque Watidn, par ajout de 0,2 mM d'IPTG, a été
initiée. Elle s’est poursuivie toute la nuit a 161Canalyse de I'expression a été réalisée sur
gel de polyacrylamide en conditions dénaturanted@S(EAGE 12%). Aprés induction,
aucune bande n’est visible a 29 kDa, taille attendaur cet hybride, ni pour la protéine
Discll-Nter-HPA Figure 5.15. A.)ni pour son mutant Discll-Nter-HPA-R163S. Le gel$D
PAGE obtenu pour ce dernier n'est pas présentéaansnuscrit. La protéine ne semble pas
étre exprimée dans ces conditions. Afin de s’earassune chromatographie sur colonne de
nickel (Figure 5.15 B) et une purification sur colonne de GalNAEigure 5.15) ont
également été testées avec la fraction solublewdanthDiscll-Nter-HPA. Le seul pic observé
lors de I'élution sur colonne de nickel correspandk protéines contaminantesed’coli,
décrochées avec environ 150 mM dimidazole (pisje Goncernant I'élution de la
chromatographie d’affinité sur colonne de GalNAcicun pic n'est visible. Ces deux
nouveaux mutants ne semblent donc pas étre exprimésus forme soluble, ni sous forme

de corps d’inclusion.
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Figure 5.15. A. Gel SDS-PAGE 12% acrylamide coloré au bleu de @mnassie aprés
expression de Discll-NterHPA dans Rosetta gami 2 pisS et purification sur colonne de
nickel (B.) et sur colonne GalNAc-agarose (C.).

A. Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits xadeua culture utilisée pour la purification,
respectivement avant et apres induction. Les pi3te$s 4 représentent les fractions apres
centrifugation a 12000 g (corps d’inclusion) etd®@0 g (fraction soluble qui va étre déposée
sur la colonne). La piste 5 représente les prasgmmésentes le pic 2 (B.)

B. et C. Les courbes bleue et verte représentent respewiviela densité optique a 280 nm
(exprimée en mAU) et le gradient d'imidazole appégoour éluer les protéines. L’encadré
rouge représente les fractions éluées. Le pic tegpond a la fraction non retenue. Le pic 2
est formé des protéines contaminantes éluées mlO@imidazole.

5. Conclusion

Le but de ce travail de doctorat consistait a d@y@tr un marqueur histologique de
cellules cancéreuses métastatiques, associéedadblenpronostic vital. HPA possede cette
caractéristique mais toutes les tentatives d’eswas de cette protéine sous forme
recombinante sont restées vaines, quelques saydE&me d’expression utilisé. Discll, a
I'inverse, est facilement exprimée dans la bactBrieoli mais ne possede pas ce caractere
prédictif. L'idée était donc de construire une pimé chimére qui posséderait les
caractéristiques de ces deux lectines. La prenstragégie a été de modifier le site de
reconnaissance de Discll pour le transformer eui ggésent chez HPA. Plusieurs mutants
ont alors été construits. Nos principales tentatpeuvent se résumer ainsi :

- insertion des huit acides aminés qui composehbiale de spécificité d’'HPA dans
la séquence de Discll.

- remplacement des neuf résidus précédents de reaai®rienter au mieux cette
boucle.

Malheureusement, méme si les rendements d’expresslatenus étaient trés
satisfaisants, les chiméres produites n’étaient gageables de reconnaitre et de fixer une
structure de sucre. La structure cristallographidaece deuxieme mutant a néanmoins été
résolue, ce qui nous a permis d’orienter avec griprécision les nouvelles mutations a
envisager. En effet, basé sur I'observation defrmifices majeures entre les structures
cristallographiques de cette chimere et HPA, nates décidé, par la suite, de muter la
glycine 247 présente dans le site de reconnaissdesemutants de Discll en histidine
observée chez HPA puis de remplacer les résidusdiiF243 en sérine de maniére a former

un réseau de liaisons hydrogénes au niveau dudisuifure intramoléculaire d’'HPA. Les
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protéines chiméres étaient toujours produites gorme recombinante mais restaient non
fonctionnelles.

La seconde stratégie était de construire une p®téybride possédant le domaine N-
terminal et le bras espaceur de Discll et le dom&irterminal d’'HPA. En effet, les capacités
de reconnaissance des épitopes cancéreux d’HPAl@mlisées au niveau du domaine C-
terminal alors que le N-terminal de Discll semldedriser I'oligomérisation trimérique de la
protéine, indispensable a sa fonction. Un autreaniudans lequel la premiere arginine d’'HPA
a été remplacé par une sérine a cause d’'une susgi@ncombrement stérique a également
été construit. Dans ce deux cas, aucune expressiqu étre détectée.

Le tableau 5.2récapitule les différents mutants construits ajjs les résultats obtenus.

Nom du mutant Caractéristiques Résultat

Discll entiére avec insertion des

_ huit acides aminés que composenf _ _
Discll-boucleHPA Expression danst. coli.

la premiére boucle de surface

d'HPA
_ DisclI-Cter avec insertion des huit o
Discll-Cter- _ o, Probablement organisées
acides aminés que composent la .
boucleHPA sous forme de monomeres.

premiere boucle de surface d’'HPA|

Expression dansE. coli.

, , . | Visiblement organisée sous
Mutation des neuf acides aminés

Discll-boucleHPA- o forme trimérique.
i qui précédent la boucle d’'HPA i _
mutée . Résolution de sa structure
dans Discll-boucleHPA . .
par cristallographie aux
rayons X.

Mutation de la Gly 247 en His,

Discll-boucleHPA- | dans Discll-boucleHPA-mutée, de
mutée-G247H maniére a favoriser des

interactions avec le GalNAc.

Expression danst. coli.

Mutations des lle 171 et Phe 243

) en Ser dans Discll-boucleHPA-
Discll-boucleHPA-

i mutée-G247H, de maniere a Expression faible dan<t.
mutee-G247H- . : . ,
provoquer une interaction mimant coli.
1171S-F243S : : , .
le pont disulfure intramoléculaire
d’HPA.
Hybride Formation d’'une protéine hybride | Aucune exgession détéctée.
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DisclINter-HPA entre le domaine N-ter de Discll et
HPA.

_ Mutation de I'Arg 163 en Ser dans
Hybride _ _

. Hybride DisclINter-HPA, de , L

DisclINter-HPA- L } Aucune expression détéctée

R163S maniere a limiter un éventuel

encombrement stérique.

Tableau 5.2. Récapitulatif des différents mutants de Discll contsuits.

Néanmoins, ces expériences ont permis de mettrévetence I'importance d’un
protocole de purification standardisé pour obtetes résultats reproductibles. Ainsi, un
protocole optimisé a été mis au point et les reragade purification observés grandement
améliorés. De plus, nous avons pu constater gtextamique de diffusion de la lumiere était
d’'une grande utilité dans I'étude de I'état d’oligérisation de lectines. En effet, ces protéines
étant capables de reconnaitre et fixer des stegtwligosaccharidiques, I'emploi de
chromatographies d’exclusion stérique avec desnoal® présentant des résines a base de
sucre est parfois un peu périlleux. Le test d’héhamation est également un moyen rapide
de tester la fonctionnalité de lectines mutlivadsnt

Une étudan silico, a partir de la structure cristallographique ob&avec le mutant 2
Discll-boucleHPA-muté serait une piste a exploifeur tenter d’identifier les régions
susceptibles de perturber la fonctionnalité deecptbtéine. Ainsi, de nouvelles mutations
pourraient étre construites dans I'espoir d’obtelgis chiméres capables de reconnaitre une
structure de sucre, et notamment le GalNAc, morbsaie spécifique d’'HPA.

Un travail similaire pourrait également étre teat@c la seconde discoidine, Discl,

également homologue a HPA qui présente plus ditdfoue Discll pour le GalNAc.
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Chapitre 6
Etude fonctionnelle des domaines N-terminaux

de DiscI et DiscII

Les domaines N-terminaux de Discl et Discll, égapmdénommeés domaines
discoidine (DS), sont retrouvés dans un grand nerdbrprotéines eucaryotes et procaryotes
telles que des facteurs de coagulation, des enzymes récepteurs et des protéines
impliquées dans le développement neuronal. Lebidlegique de ces domaines est basé sur
leurs capacités d’interactions avec une variéténu#ecules telles que les facteurs de
croissance, les collagenes, les lipides et phogptie$, et certains glucides (Baumgarteer
al. 1998). Chez I'amibeDictyostelium discoideumla fonction précise assurée par ces
domaines est toujours inconnue a ce jour.

Certaines de ces protéines sont capables de rdtendas résidus glycaniques. Les
domaines N-terminaux de Discl et Discll possedead llomologues structuraux appartenant
a la famille de lectine de type F, spécifiques adicoke tels que la lectine AAA de I'anguille
Anguilla anguilla(PDB 1K12) (Biancheet al. 2002) ou la lectine F du loup de mer (PDB
3CQO) (Biancheet al. 2010). La résolution de ces structures cristallplgigues démontre
gu’elles adoptent un repliement trimeérique. AAA esthomotrimere alors que la lectine F est
composée de deux domaines trés similaires, formecuch par l'association de trois
monomeres liés aux trois autres de maniere queue@e. Ces lectines présentent un site de
reconnaissance a fucose sur chaque monorRiyeré€ 6.1).

Les discoidines présentent, elle aussi, un siteedennaissance, localisé au méme
endroit que le site a fucose des lectines de typ®ais qui abrite des molécules de MPD et
glycérol Figure 6.2. Ces molécules sont souvent retrouvées danstéssde fixation des
sucres. L’environnement du ligand dans ces dift&enprotéines présente de fortes
similarités. Un résidu hydrophobe (Tyr 23 dans Diteu 23 dans AAA, Tyr 18 dans les
lectines de type F), qui forme des interactionsmgitement avec le ligand est toujours
présent dans la premiere boucle. La troisieme leodes discoidines, quant a elle, contient un
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motif RGD qui favorise I'attachement au substratgkes cellules de mammiféres (Ruoslahti
2003). L'arginine de ce motif est conservée daeddetines de type F homologues et forme
des liaisons hydrogenes avec I'oxygene du cycle gtoupement hydroxyle axial du carbone

4, sélectionnant la configuratiangalactodu fucose.

Figure 6.1. Représentations schématiques des triméres du domairN-terminal des
discoidines (A.), de la lectine AAA complexée au fose (PDB 1K12) (Bianchett al.
2002) (B.) et de la lectine F complexée au fucofbB 3CQO) (Bianchetet al) (C.).

Les sphéres magenta représentent des ions calcium.

Figure 6.2. Superposition de site de reconnaissance du domaibé&.

A. Site de reconnaissance du glycérol/MPD dans Digart) et Discll (cyan),
respectivemenB. Site de reconnaissance du fucose dans AAA (maygentactine F du loup
de mer (saumon) placé selon la méme orientatiodagudiscoidines.
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De plus, la technique des puces a sucres a réuéldiscl et Discll reconnaissaient
également un petit nombre d’oligosaccharides tegmpar des résidus fucoside. Ces résultats
ont été développés dans le chapitre 4. Le sitdialeon du domaine N-terminal des
discoidines présente donc toutes les caractéregigecessaires pour la fixation de glycanes
fucosylés. Les discoidines seraient donc forméededsx domaines dits « lectine » distincts,
possédant chacun une spécificité propre.

Afin de vérifier cette hypothése, jai cloné lesntines N-terminaux de Discl et
Discll de maniere isolée. Aprés expression sousndéorecombinante dank. coli et
purification par chromatographie sur colonne deeailicla spécificité de ces protéines a été
étudiée en utilisant les tests d’hémagglutinatibtadéechnique de résonance plasmonique de

surface.

1. Le domaine N-terminal de DiscI

Afin d’optimiser la production du domaine N-termlirge Discl, trois constructions
géniques de longueurs différentes ont été realisées

- Discl-Nter-P153 de Met 1 a Pro 153

- Discl-Nter-Q155 de Met 1 a GIn 155

- Discl-Nter-S157 de Met 1 a Ser 157.

Le vecteur utilisé pour le clonage, pProEx-HtB,saique la souche bactérienne,
Rosetta 2 (DE3) pLysS sont identiques a ceux @siljgour I'expression de la protéine entiere.
Différentes conditions d’expression ont été tesedasd’optimiser I'obtention de ce domaine
sous forme soluble et en quantité importante. Liférents essais sont répertoriés dans le
tableau 6.1

. .- . Température Temps
Protéine DOsgo d’induction | IPTG (mM) °C) dinduction

1 0,2 16°C 1 nuit

Discl-Nter-P153 16°C 1 nuit
0.7 0.2 30°C 4 heures

Discl-Nter-Q155 0,7 0,2 16°C 1 nuit
Discl-Nter-S157 0,7 0,2 16°C 1 nuit

Tableau 6.1. Récapitulatif des conditions d’expression dans Rota 2 (DE3) pLysS des

domaines N-terminaux de Discl.
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Les tentatives d’expression de ce domaine ont tbaibord été réalisées avec la
protéine la plus courte, Discl-Nter-P153. LeurcHtité est évaluée par analyse sur gel SDS-
PAGE et Western Blot en contrdlant la présence adgrbtéine d’intérét avant et apres
induction et sa proportion sous forme solutiere 6.3). Sur le gel SDS-PAGH-{gure
6.3. A), les témoins apres induction (pistes 2 et 6) njmas été déposés a cause de leur
grande viscosité. En revanche, une bande d’envifbrkDa est présente dans la fraction
contenant les protéines sous forme de corps dsmatu(pistes 3 et 7). Aucune bande n’est
visible a ce poids moléculaire dans les fractiaisldes (pistes 4 et 8), ce qui laisse supposer
que l'intégralité du domaine est produite sous frde corps d'inclusion. Le marquage
spécifiqgue sur I'immunoblotRigure 6.3. B) confirme que cette protéine est bien la protéine
d’intérét. Deux bandes, trés faiblement marquéest présentes dans le témoin apres
induction (pistes 2 et 6) et dans le culot (pigext 7), pour les deux conditions testées. Les
autres bandes visibles, beaucoup plus fines etipeisses, sont des bandes parasites. Elles ne
correspondent pas a un marquage spécifique de-BieciP153.

A B

M1 2 3 4 5 6 7 8

|
!

| ]

i |
NI -
Wil

N -

|

20 kDa— 20 —
_ =

15 kDa — - -— 15 3
-

Figure 6.3. Expression de Discl-Nter-P153 dan<. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS. A.
Analyse par SDS-PAGE 15% et B. Immunoblot.

Les pistes 1 et 5 correspondent aux témoins awdnttion a, respectivement, 30°C pendant
4 heures et 16°C durant une nuit. Les pistes 2repsentent les témoins aprés induction
correspondant. Les pistes 3 et 7 contiennent é&tidins contenant la protéine sous forme de
corps d’inclusion (aprés centrifugation a 12000Lgs pistes 4 et 8 représentent les fractions
solubles (apres centrifugation a 50000 g). Cesiéle® sont déposées sur la colonne pour la
chromatographie sur colonne de nickel.
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Le domaine N-ter de Discl-P153 serait donc faibletmgroduit et majoritairement
sous forme de corps d’inclusion. Ces résultats é@atconfirmés par chromatographie sur
colonne de nickel (chromatogramme non présenté&qgpei apres élution par un gradient
d’'imidazole, aucune protéine n'est décrochée. Laside& optigue d’induction ainsi que la
température et la durée d’induction ne semble p#Haencer I'expression de ce domaine
puisque, quelque soit les conditions considéréesigultats sont identiques.

L’extension de deux et quatre acides aminés du Cé&rminal par rapport a Discl-
Nter-P153, pour former respectivement les mutanssIENter-Q155 et Discl-Nter-S157, ne
semble pas améliorer I'expression de ce domaineleSgel SDS-PAGERigure 6.4), une
bande intense est présente a 17 kDa dans le téapai#s induction (piste 2), pour les deux
protéines considérées. Cette bande est quasimigraiement retrouvée dans la fraction
contenant les corps d’inclusion (piste 3) alors gei@lement une tres Iégere bande est visible
dans la fraction soluble (piste 4). Ces deux nouxedomaines sont, comme Discl-Nter-
P153, trés majoritairement exprimés sous forme atpscd’inclusion, dans les conditions
testées.

Malheureusement, I'impossibilité d’obtenir une @ioe sous forme soluble, dans les

conditions d’expression testées, limite considénmaeint les analyses fonctionnelles a réaliser.

DiscI-Nter-Q155 DiscI-Nter-S157

1 2
‘

Figure 6.4. Contréle de I'expression de Discl-Nter-Q155 et DisdNter-S157 dans
Rosetta 2 (DE3) pLysS, par analyse SDS-PAGE 15%.

Les pistes 1 et 2 correspondent respectivementémains avant et aprés induction. La piste
3 représente la fraction contenant la protéine sousie de corps d’inclusion (apres

centrifugation & 12000 g). La piste 4 représenté&dation soluble (aprés centrifugation a
50000 g).
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2. Le domaine N-terminal de DiscII

2.1. Production et purification de Discll-Nter

Parallelement aux manipulations décrites précéderynie domaine N-terminal de
Discll a également été exprimé sous forme recommibéndan<E. coli. Un clone, DisclI-Nter,
allant de la Met 1 a la Leu 154, a été construitsde vecteur pProEx-HtB. Trois conditions
d’expression différentes, référencées dansgaldeau 6.2 ont été testées dans la souche
Rosetta 2 pLysS. Les résultats obtenus pour I'esgiwa dans les conditions ou la densité
optique d’induction était de 0,7 sont représentiédesgel SDS-PAGHEigure 6.5. A

. DOeoo Température Temps
Protéine dinduction | PTG (MM) °C) dinduction

1,2 0,2 16°C 1 nuit

DisclI-Nter 16°C 1 nuit
0.7 0.2 30°C 4 heures

Tableau 6.2. Récapitulatif des conditions d’expression dans Rotta 2 (DE3) pLysS du
domaine N-terminal de Discll.

A 19 kDa, une bande apparait dans le témoin apdsciion (pistes 2 et 6) alors
gu’elle est absente avant induction (pistes 1 etléhs les deux conditions testées. Pour les
échantillons extraits de I'expression a 16°C sumud, la protéine est présente a la fois sous
forme de corps d’inclusion (piste 3) et sous forswuble (piste 4) alors qu'a 30°C,
l'intégralité de la protéine est exprimée sous fme corps d’inclusion (piste 7). Ce résultat
peut s’expliquer par le fait qu’a une températueyée, la croissance bactérienne est rapide.
Le nombre de protéines produites sous forme reawembe est alors bien supérieur a celui des
chaperones disponibles, limitant ainsi leur borieepent tridimensionnel. Ces résultats ont
été confirmés par Westernbl&tigure 6.5. B).

La densité optiqgue d’induction ne semble pas adimfluence sur le rendement
protéique puisque, au terme de l'induction, la @éérsactérienne est identique que I'induction

ait eu lieu & une densité de 0,7 ou 1,2. Le rendeniest pas modifié.
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A 4 5 6 7 8 B

==

e

-

it

- 1
20 kDa— s
15 kDa — -

S

Figure 6.5. Contrble de I'expression de Discll-Nter dans Rosedt 2 (DE3) pLysS, par

A. analyse SDS-PAGE 15% et B. immunoblot.

Les pistes 1 et 5 correspondent aux témoins awdnttion a, respectivement, 16°C pendant
une nuit et 30°C durant 4 heures. Les pistes 2repfEsentent les témoins apres induction
correspondant. Les pistes 3 et 7 contiennent étidins contenant la protéine sous forme de
corps d’inclusion (aprés centrifugation a 12000Lgs pistes 4 et 8 représentent les fractions
solubles (aprés centrifugation a 50000 g).

De maniere similaire aux autres protéines étudiéesfraction de Discll-Nter,
exprimée sous forme soluble, est purifiée par clatographie sur colonne de nickel et
analysée par SDS-PAGH-igure 6.6). Aprés standardisation du protocole (volume de
suspension des cellules utilisée, pression pourta¥cles cellules...), I'élution, réalisée par
gradient d’'imidazole, n’est, la encore, pas trggaductible. Dans un premier test, deux pics
distincts a 100 mM et 210 mM d’imidazolEigure 6.6. A), correspondant respectivement
aux protéines contaminantesEd’coli. (Figure 6.6. C.piste 1) et a Discll-Nter, éluée de
maniére relativement pureFigure 6.6. C. piste 2), sont visibles. La fraction dite
« contaminante » contient également, en faible tféama protéine d’intérét. Dans un second
essai, I'élution donne naissance a un seul pic & &1 dimidazole Figure 6.6. B)

contenant majoritairement la protéine d’intéFEg(re 6.6. C.piste 3).
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Elution Elution
mAU A B C
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Figure 6.6. Profils d’élution obtenus lors de deux purificatiors différentes sur colonne

de nickel du domaine N-terminal de Discll (A. et B). et analyse SDS-PAGE 15% (C.)

2.2. Controle de la fonctionnalité de Discll-Nter

La fonctionnalité de Discll-Nter a, tout d’abordéécontrolée en utilisant le test

d’hémagglutination. Malheureusement, aucune aggltin n’a été observégigure 6.7).

Concentration décroissante en protéines

DiscII-Nter ((3)\/_9)/\‘9 ©, /\‘) OI0I0I0; \Q’,\(&\@)
AN COOOIOIOI0I0 Lu#( o

Contréle (-)

Figure 6.7. Contréle de la fonctionnalit¢é de Discll-Nter grace au test

d’hémagglutination.

Les hématies utilisées proviennent du lapin. Letrébm (-) ne contient par de lectine. Le
contréle (+) est réalisée avec la protéine PA-IlPdeeruginosai 0,5 mg.mif.

La résonance plasmonique de surface a alors és&eatafin de vérifier si Discll-Nter
était capable, comme son homologue structurakdanle AAA, de reconnaitre et de fixer le
résidu fucoside. Ces manipulations ont été réalipade Samy Cecioni au National Center for
Biomolecular Research dans l'université MasaryRrr@o en République Tcheque.

L'interaction a, tout d’abord, eu lieu entre dexres greffés sur un polymére de

polyacrylamide (PAA), immobilisés sur le biocaptetida protéine qui passe en solution. Le
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PAA-a-D-Gal, a priori non reconnu par les lectines ditésfucose », tapisse le canal 1 et est
utilisé comme référence. Les pistes 2 et 4 congiehmnespectivement 100% de PAAb-
Man et 100% de PAAxL-Fuc. La piste 3 est composée d'un mélange équiraotke ces
deux sucres. En effet, emannose et le-fucose présentent des structures tridimensiorselle
relativement proches. Les configurationsgyalacto (adoptée par le fucose) etmanno
présentent deux groupements hydroxyles équatoretuyn groupement hydroxyle axial
lorsque le cycle pyranose est respectivement daesonformatiorfC, et “C;. Une rotation

de 180° des monosaccharides de la sgnm@anno positionne les groupements hydroxyles
dans la méme orientation que ceux de la ségalacto(Figure 6.8). Les lectines spécifiques
du fucose sont donc généralement capables de m@@tanihe mannose avec une affinité

moindre, comme par exemple la lectine bactérienAdllP de Pseudomonas aeruginosa

(Imbertyet al.2004).
OH
HO

OH
Configuration galacto Configuration manno
Série L. conformation 'C, Série D, conformation *C;
(" 1800 H
’ OH
HO 4
OH
Monosaccharide Monosaccharide
a-L-galactopyranoside B-D-mannopyranoside

a-L-fucopyranoside

Figure 6.8. Comparaison des structures des monosaccharides denéiguration L-
galactoet b-manno.

Ce schéma est tiré de la thése de Charles Sabiinléa « La lectine PA-IIL d®seudomonas
aeruginosa Structure, affinité et spécificité pour des tiga naturels et glycomimétiques. »

Les sensorgrammes obtenus pour une concentratigmoééine égale & 50 pg.l
présentent une phase d’association non linéairesguérmine par un plateau de saturation.
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Les valeurs de ce plateau sont de 140 RU pouretaction avec le PAA-L-Fuc et
d’environ 35 RU pour celle avec le mélange P&A-Fuc / PAAQa-D-Man. Une réponse de
40 RU est également observée sur le canal ne amitegue du PAA*-D-Man mais la
saturation est observée a 0 RElgire 6.9). Cette expérience préliminaire semble donc
indiquer que le domaine N-terminal de Discll espatde de reconnaitre les résidas

fucoside eti-mannoside, ce dernier avec une affinité moinsefort

Réponse (RU)
160
I,
140 N\ TT——————— 100%fucoside
120 A
Fd
/
100 /
.‘/
80
60
40 "“ N~ 50%fucoside
g N o 50% mannoside
20
I
0] ——d
-20
0 50 100 150 200 250

Temps (s)

Figure 6.9. Mesure d’'interaction entre Discll-Nter et les sucrs PAA-a-L-Fuc et PAA-
a-D-Man par RPS.

Ces sensorgrammes sont issus de la soustractilanpite contenant soit 100 de PAA-Man,
soit 100% de PAA-Fuc soit une mélange équimolaies deux a la piste de référence
présentant 100% de PAA-Gal, a priori non reconmDiscll-Nter.

De maniére similaire, linteraction est, a nouveawesurée en faisant varier la
concentration en protéine injectée a la surfacéiduapteur. LaFigure 6.10 présente les
sensorgrammes obtenus sur les pistes contenant d6PAA-Man A.) et 100% de PAA-
Fuc B.). Dans les deux cas, une réponse est détectéépbase maximale obtenue pour la
plus grande concentration en protéine (100 Lid.®st d’environ 25 RU pour le PAA-Man et
140 RU pour le PAA-Fuc. La faible intensité de nég® observée pour l'interaction avec le
PAA-Man est a l'origine de la qualité médiocre dgectres. Néanmoins, cette expérience
permet de confirmer les résultats démontrés précéubant.

En revanche, il est important de noter que linit€nde la réponse ne décroit pas

systématiquement en fonction de la concentratiopretéine injectée, comme ce qui pouvait
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étre attendu. Une véritable optimisation de la ¢téame sucre immobilisée ainsi que de la

concentration en protéine injectée permettrait abtdment de corriger ces résultats
surprenants.

La technique de résonance plasmonique de surfampendant permis de détecter
pour la premiere fois une interaction de type tesucre entre le domaine Discll-Nter et les
résidus monosaccharidiques fucoside et mannoside.

A B
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Figure 6.10. Variation de l'intensité d’interaction entre le PAA-a-D-Man (A.), le PAA-
a-L-Fuc (B.) en fonction de la concentration en protéie Discll-Nter par RPS.

Ces sensorgrammes sont issus de la soustractignsties contenant soit 100% de PAA-Man
(A.), soit 100% de PAA-Fuc (B.) a la piste de réfare présentant 100% de PAA-Gal, a
priori non reconnue par Discll-Nter.

Des cinétiques d’inhibition, dans lesquelles sorgsunées la capacité de chaque
composé a inhiber linteraction entre la protéine les PAA-sucres immobilisés, ont
également été testées. Les inhibiteurs sont al@emsolution avec Discll-Nter et injectés
sur les PAA-sucres a la surface du biocapteur. Ploteraction entre la protéine et
I'inhibiteur sera importante, moins la lectine iagira avec les sucres immobilisés et plus la
réponse détectée sera faible. Ainsi, les inhibtqaeuvent étre classés en fonction de leur
capacité d’inhibition. Dans notre étude prélimirales ligands utilisés comme inhibiteur sont

référencés dans tableau 6.3et leur concentration est maintenue constante |(d#b
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Nom de l'inhibiteur Abbréviation Structure de I'inhibiteur
alpha-méthyl-
Fucoside a-Me-Fuc
Groupe sanguin H de
type 1 tétraose H type 1 Fucal-2GalB1-3GIcNAJ31-3Gal
Groupe sanguin H de
type 2 tétraose H type 2 Fucal-2GalB1-4GIcNAJB31-3Gal
Groupe sanguin A
triaose A GalNAcal-3(Fual-2)Gal
Groupe sanguin B
tatraose B Galal-3(Fual-2)Galpl-4Glc
Lewis x tétraose Lex Galp1-4(Fua1-3)GIcNAB1-3GalB1-4Glc
Sialyl lewis x sLe NeuAca2-3GalBl-4(Fual-3)GIcNAc
Lewis y pentaose Le, Fucal-2GalBl-4(Fuanl-3)GIcNA31-
4Gal
Lewis a tétraose Le GalB1-3(Fual1-4)GIcNAJB1-3GaB1-4Glc
Lewis b pentaose Ley Fucal-2GalB1-3(Fuanl-4)GIcNA31-
3Gal
Sialyl lactose sLac NeuAca2-3Gal31-4Glc

Tableau 6.3. Récapitulatif des composés testés comme inhibiteurde [linteraction
Discll-Nter et les sucres PAA-biotinylés, PAAa-D-Man (A.) et PAA-a-L-Fuc (B.) en
RPS.

Les sensorgrammes obten&gg(re 6.11) avec le PAA-ManA.) et le PAA-Fuc B.)
présentent la méme forme, avec ou sans inhibiteguedque soit I'inhibiteur mis en solution.
Or, certains inhibiteurs présentent des résidussides disponibles qui pourrait interagir avec
Discll-Nter et provoquer une inhibition. Les conalits utilisées pour réaliser cette expérience
ne sont pas optimales. La concentration en inhitsteest probablement trop faible pour
provoquer une inhibition. Ainsi, il est impossilde conclure sur un éventuel ligand favori

pour Discll-Nter.
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Réponse (RU) Réponse (RU) _ slLex
45 , 180 — slLac
| — Htype 1
35 H type 2
130 — Pas de ligand
25 = A
- B
80 — Lex
15 — Ley
| - Lea
5 30 4| ~ Les
— Pas de ligand
-5 20 — aMeFuc
50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 100 200 300 400 500 600

Temps (s) Temps (s)

Figure 6.11. Compeétition entre des inhibiteurs en solution et le sucres PAA-biotinylés,
respectivement PAAa-D-Man (A.) et PAA-a-L-Fuc (B.) pour la fixation de Discll-Nter
(c=0,5 uM), évaluée par RPS.

Ces sensorgrammes sont issus de la soustractignsties contenant soit 100% de PAA-Man
(A.), soit 100% de PAA-Fuc (B.) a la piste de réfare présentant 100% de PAA-Gal, a
priori non reconnue par Discll-Nter.

3. Conclusion

Les discoidines sont des lectines formées de demathes distincts : le domaine C-
terminal, homologue a la lectine HPA de I'escargetBourgogne et spécifique des résidus
galactosylés et le domaine N-terminal, homologliagglutinine d’anguille AAA.

Le but de ce travail était de vérifier si, aux vaes homologies structurales avec les
lectines de type F, spécifique du fucose, ces duesaN-terminaux étaient capables de
reconnaitre des structures de sucres et notameserédidus fucosides.

Discl-Nter et Discll-Nter ont donc été clonés denmee isolée et exprimés sous
forme recombinante dans la bactdfecoli. Malheureusement, dans les conditions testées,
Discl-Nter s’exprimait tres majoritairement sousrni@ agrégée et aucune expérience
complémentaire n'a alors pu étre envisagée. Enmnoivg les conditions d’expression et de
purification identiques a celles utilisées pourpi@téine entiere Discll nous ont permis
d’obtenir le domaine N-terminal de Discll purifié sous forme soluble. La comparaison des
structures cristallographiques de Discl et Disdémontrent que la Leu 154, dernier acide
aminé du domaine N-terminal de Discll correspond &In 152 dans Discl. Les tentatives
d’expression du domaine N-terminal de cette deenagrt donc été réalisées avec une protéine

contenant entre un et cing résidus supplémentpaesapport a Discll-Nter, produite sous
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forme soluble. Un nouveau clonage, permettant diubtun géne codant pour la protéine
Discl-Nter-Q152 peut alors étre envisagé.

La spécificité de Discll-Nter a été étudiée par bgglutination et RPS. Alors que les
tests d’hémagglutination n’ont révélé aucune irtigoa entre ce domaine et les glycoépitopes
situés a la surface des hématies, les expériermaésttnance plasmonique de surface ont
démontré que Discll-Nter était capable d’interamyec les résidus fucosides et mannosides
immobilisés sur le biocapteur.

Ces expériences nous permettent de tirer plusgemnsusions :

- le test d’hémagglutination est un moyen rapidecoletréler I'activité agglutinante
d’'une protéine. Néanmoins, face a un résultat iféghtest dangereux de conclure trop
rapidement a I'absence de propriétés agglutinatgda protéine ou a une non-fonctionnalité.
En effet, Discll-Nter, qui est une lectine multigate fonctionnelle spécifique du fucose, n’a
interagit avec aucun glycoépitope présent a laasarfles hématies. Aux vues de leur grande
diversité de structures, il est peu envisageablpahser que ce résultat serait causé par une
absence de ligand pour Discll-Nter. Le résultatatiéglu test d’hémagglutination pourrait
s’expliquer par la faible affinité entre Discll-Mtet les glycoépitopes sanguins.

- la RPS a démontré pour la premiére fois que haaiee N-terminal de Discll était,
comme Discll-Cter, une lectine mais de spécifidiiférente. Discll-Nter reconnaitrait
davantage les résidus fucoside et mannoside, ag@edeavec une affinité moindre. Une
optimisation des conditions expérimentales des pudaiions de RPS permettrait de
déterminer les constantes d’affinité de Discll-Ndeur ces deux résidus.

Discl-Nter étant homologue a Discll-Nter et AAA, feconnait probablement
également le fucose méme si ceci n'a, a ce josrppeétre démontré expérimentalement. Les
discoidines seraient donc des protéines composéededx domaines lectines distincts,
présentant tous deux des spécificités difféerentes.

D’autres lectines, procaryotes ou eucaryotes, jpesgeégalement cette singuliére
propriété. Il a, par exemple, trés récemment, dantifié une lectine, dans la bactérie
pathogeneBurkholderia cenocepacjaqui possedent deux domaines de reconnaissance aux
sucres (CRDs pour carbohydrate recognition domaliresfiomaine C-terminal, spécifique du
mannose et homologue aux lectines BC2L-ARigkholderia cenocepaciat PA-IIL de
Pseudomonas aerugingsserait utilisé pour cibler les glycoconjuguésl’'tiéte. Le domaine
N-terminal est, quant a lui, spécifique des résitlusides (notamment les épitopes de
groupes sanguins humains H et Lewis), et pourtedt @ile a la bactérie pour adhérer aux

épithélia particulierement fucosylés des poumondafSet al. 2010). Chez I'humain, la
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galectine-9 posséde également deux CRDs avec deifigpes différentes. L'étude des
structures cristallographiques de ces deux domairplque ces variations de spécificité et
laisse supposer qu’elles seraient a 'origine deetions distinctes dans la cellule (Yoshieta
al. 2010).

Des lectines possédant deux CRDs a spécificitérdifte existent également chez les
invertébrés. Les crevett€enneropenaeus merguiensig-enneropenaeushinensispossede
chacune une lectine de type C qui présente un prafoimaine spécifique du galactose et un
second spécifigue du mannose. Ces lectines pantagnt au systéme immunitaire de
'animal (Zhanget al. 2009 ; Rattanaporn and Utarabhand 2010). Il est dacilement
envisageable de considérer que les discoidineseadda méme rble chez I'amibe.

Elles pourraient également étre impliquées darqphégocytose, processus utilisé par
les souches sauvages Mdietyostelium discoideurpour se nourrir de bactéries (Gotthagtit
al. 2006 ; Silloet al.2008) ou dans la formation des différents typepateis de I'animal au
cours des différents stades du cycle de vie déntaln comme ceci a été brievement détaillé
dans le chapitre 4 (Coopet al. 1983 ; Cooper and Barondes 1984 ; Erdos 1989 | ¥ eH.
2009).
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Chapitre 7
Expression de la lectine SLL-2 du corail

Sinularia lochmodes

Chez certains coraux, des lectines sont impliquéass I'établissement d'une
symbiose entre I'animal et des algues unicelluaif@ette algue photosynthétique du genre
Symbiodinuirmourrit I’hGte et regoit en retour une protectieinles sources d’azote qui lui
sont vitales. Cette association est indispensatile fa préservation des barrieres de coraux,
trop souvent endommagées par les phénoménes dehinteemt, perte de leur algue
symbiotique entrainant la mort de I'animal (Koieal. 2004 ; Wood-Charlsoat al.2006).

La lectine SLL-2, issue du cora8inularia lochmodesest, comme le domaine C-
terminal des discoidines, similaire a HPA (25% uheilarité), complétant ainsi la famille des
lectines de type HHKigure 7.1). Elle a été purifiee pour la premiere fois en @0par
chromatographie d’affinité sur résine Sepharose &@Bartir d’extrait de corail. Le poids
moléculaire global de la protéine, dénommée SLL1{aitéestimé a 122 kDa par
chromatographie d’exclusion stérique. Des testgmdgglutination avec des extraits totaux

érythrocytes de lapin et de cheval. Cette aggltiingeut étre inhibée par une pré-incubation
de la lectine avec différents mono- et oligosaddest tels que le Gal, le GalNAc, le lactose
ou le mélibiose (Gall-6Glc). Ces expériences démontrent que SLL-2asgétifique du
monosaccharid®-galactose (Jimbat al. 2000). Un séquencage effectué sur la protéine
purifiée a permis de déterminer une partie de gaesee peptidique et, grace a la conception
d’amorces dégénérées, d’isoler trois séquences ’a@mplémentaire, désignées gir2a,

-2b et-2c, présentant 78% d’identité. La présence d’'undsth-glycosylation en position 60

a également été identifiée. La masse moléculaiehdque sous-unité est d’environ 10,8 kDa
pour la forme déglycosylée et de 13,2 kDa et 1&Bfa pour les formes glycosylées

majeures. Une hétérogénéité observées au niveavatirg's des points isoélectriques et/ou
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de la glycosylation, a été mise en évidence paregpgriences de 2D-PAGE (Jimlet al.
2005).

Le but de ce travail de thése est de cloner cetienk, de I'exprimer sous forme
recombinante et de la purifier par des techniqueschdromatographies classiques. Sa
caractérisation biochimique ainsi que la résolutide sa structure cristallographique
permettrait de la comparer avec les autres lectieetype H et d’envisager son utilisation en

marquage histochimique.

DiscII 163 \‘svf/VGLVSI EDRSLNSGT. . ... ... GSRTI VFHW*EPVE\FL\bVEI.b GCKKVEAHTDNG|QMEWEG[KS 223
DiscI 158 LQVGADIYTEDNCALNTGS ....... GK‘PE m QFE‘ A‘ LEKnLNFDQ ECTDATN"TEIGV“P 220
HPA 1 [RVQSGKIDC .[§DDAGWAKVPSDDPGRDNT|REL|AKN/I TIHAS PlYCR P VRLLIS ITQLBVEQSQ . NIV I ARIL 68
SLL2a 1 RLIHVISRCEMETSSHRCWP. ... .. RECD|TSSDER[T “EWPP\PENTEK;v_SFGM@EVDNSH INLEvNsEa 63

DiscII 224 ENITTEKEEDLTFITLGNNAfYDLTFDY[VAVEFNN 257

DiseI 221 RN[ITT DCVFY[TENENKYSLRADY|IATALE . 253
VS|P TIEdgKA S CY|TYHNTKYfY SM
VTVGEETLHYNSIIY TT INWNY

HPA 69 YS SISW,
Figure 7.1. Alignement de séquences peptidiques des lectinestgpe H, HPA, Discl et

SLL2a 64 DD KLIW|
Discll et SLL-2a.

ISIENY. 101
IACD... 94

1. Clonage des geénes s//-2

Dans un premier temps, nous avons tenté d’isolegeleesll-2 a partir des ARNs
totaux extraits d’'un corail du gen&inularia Sylvie Tambutté de I'aquarium de Monaco
nous a fourni I'échantillon d’ARN. La premiére étaponsistait a isoler le géne en utilisant la
technique 3'RACE commercialisée par Invitrogen.prmcipe de la méthode et les amorces
utilisées sont détaillés dans le chapitre 2. Uneldication d’ADN a été observée sur gel
d’agarose avec le couple d’amorces SLL4/AU. Aprasfigation, le produit amplifié est
cloné dans le vecteur pGEM-T Easy (Promega) estoamé dans des bactéries compétentes.
Un marquage blanc/bleu a I'lPTG et X-Gal permesalér quatre clones a priori positifs.
Apres extraction et purification, I’ADN plasmidig@st envoyé a sequencer. Les résultats du
séquencage révelent que la séquence d’ADN complamensolé n'est pas homologue a
celle du génesll-2. L'amorce SLL4 est probablement tellement dégénéréune séquence
non spécifique a été amplifiée.

Cet échec peut notamment s’expliquer par le fag tgs ARN totaux utilisés ne

provenaient pas d’un corail appartenant a I'espedemodesEn effet, il est visiblement trés

-171 -



Expression de la lectine SLL-2 du cor@ihularia lochmodes

difficile de différencier les différentes espéces denre Sinularia Nos collaborateurs
pouvaient uniguement nous assurer que le coradrégmit a ce genr8inularia mais pas
forcément a I'espédechmodes

Le genesll-2 code pour une protéine de 146 acides aminés. Redriences de
séquencage N-terminal de la protéine, purifiéerirghu corail, ont démontré qu’elle débutait
au résidu 47 et était donc composée uniquementdescides aminés correspondant au

domaine agglutinine des lectines de la familleyge tH Figure 7.2) (Jimboet al.2005).

BLL-28 MAEUEE . . . .t 0 vt t s s s o s s e e s e e E e s m e e s e e e s e s s a e a e et ek
= 9 P -
SLL-2a AT GAARGTTGATC TG G G CAAT TG TAAT TGO TG TTTT TG TCGCARATTGTGCCGTAAATCAAGGTGCACGGA

BLL-2a MAEUI® . . . . . . L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e G
SLL-2a-2 = ... ... AAATGCCGARAARACCCTGGGCARARRCCGEGTGGGTGATTTTGAACGTCTGAGCAARCG T
SLL-2a TAACTTTCCATGAGATGC CARAAGACGC TTGGARAAGACTGTTGGGGATTTTGRAAACGCTTTCCAARCGT s

10 20 20 40 50 60 70
SLL-2a_mature T G AT G TIcENEs C G TIT GEYG ALl G GGl ClAG G Tlade Cpoe C GCCleCGUVGARIT Gis GA c
SLL-2a-2 T G G TiEes CGTITGoy 'R‘ GG ClAG G Tlade Cpoei C GCCleCGeGART Gl G A c
SLL-2a 2 [l G THNINeE CG'T| T Gis 'GH GGG TITC & T Clade TEgeT GCCRNCGISGALE T Gis G Al T

80 20 100 110 120 130 140
SLL-2a mature [Ne[eb¥e e TIGARG GGCCleCCle INGA AR AlsA Cla GAARG ClepaGEle GGT
SLL-2a-2 AGC r'CEHHfHH GGCCleCCle TH*FHT Cla GAAHG GTe fHH
SLL-2a AGC r'TI‘H ..HH C GGCC C Cle 'HC Crd GAAEG Cle GGTA
150 180 170 is0 190 200 210
SLL-2a mature CT GGA T G|T G GlAJyA AlyFle s C e aT(e GlC[e G| TEYE ccky GEELEEE ©
SLL-2a-2 CTGGATGTGGAuA Alerle Clekyc GTe GlC[e G| GEXe ClekyGlelefelefe T
SLL-2a C G Gi GlA s TITC T T| GT{ G G GEX=T B GGOG G
220 230 240 0 260 270 280

[ Hw]

(1 G1 Gl
0.0

2 2
SLL-2a mature Cls e T| T CEXels Gl ;
SLL-2a-2 C| G T| T| CpXels Gy |
SLL-2a = | | | A GC Gy |

SLL-2a mature
SLL-2a-2
SLL-2a

*

A

C T ra G G T ] G
C T 2 G € C Cle
T C G T G T ] G

G | ) |6

Figure 7.2. Alignement de séquences nucléotidiques entre lengs synthétiquessll-2a
et sll-2a-2 et le géne sauvage, issu de (Jimled al.2005).

Selon la publication précédente, le géne codant foyrotéine mature débute a la base
nucléotidique notée 1. Les 138 bases précédentdsntopour une séquence signal
hydrophobe de fonction inconnue. L'astérisque indite codon stop.

L’étude de la séquence en amont de ce domaine semtifjuer la présence d'un
peptide signal. La prédiction d'un site de couplaisse supposer la conservation d’une
séquence de 19 acides aminés, contenant une bémmme élément de structure secondaire
en N-terminal de la protéine mature. Ne connaissafitmportance ni I'influence de cette
hélice sur la solubilité de la protéine, deux gertes longueurs différentes, ont alors été

synthétisés chimiquement par la compagnie GenSCopporation (VWR Strategic Partner)
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(Figure 7.2). Le premier,sll-2a, code, aprés traduction pour le domaine agglgirdes
lectines de type H de 94 acides aminés. Le seappilésll-2a-2, code pour une protéine de
112 acides aminés qui contient I'hélizeen N-terminal du domaine lectine. Les séquences de
ces deux geénes ont été optimisées de maniere améjnapres traduction, tous les codons

rares chek. coli.

2. Expression dans la bactérie E. coli

e

De nombreuses conditions expérimentales ont égeteafin d’optimiser I'expression
sous forme soluble de SLL-2&gbleau 7.1) et SLL-2a-2 Tableau 7.2) dans la bactérie. A
la suite de chaque expérience, nous avons anaysixiraits totaux avant et aprés induction a
PTG, lysé les cellules et recherché la présetieda protéine dans les corps d’inclusion
(situés dans le culot aprés centrifugation a 12§06t sous forme soluble (surnageant des
échantillons centrifugés a 50000 g).

Toutes les souchesHl’ coli utilisées contiennent le prophad®E3 dont I'un des
génes code pour 'ARN polymérase du bactériophageCe gene est sous le contrbéle du
promoteurlacUV5 inductible a I'lPTG. Ainsi, lorsque ces soucheatsibansformées par un
vecteur d’expression contenant un promoteur fat,synthese d’ARNm est accrue. La
production de la protéine d’intérét peut alorsiattee jusqu’a 50% des protéines totales.

Les caractéristiques des différentes souchesadsgisont détaillées dans le chapitre 2.
Les résultats obtenus pour chaque tentative d’ssgpme sont trés succinctement repris dans
lesTableaux 7.1let 7.2 Je ne détaillerai que quelques conditions expariaies.

Les premieres tentatives d’expression ont été teies avec la protéine SLL-2a
clonée dans le vecteur pRSET-A. Produite sans éitigiHis, la stratégie de purification
envisagée était d'utiliser une chromatographiefuiidé de type Sepharose 4B, de maniere
identique a ce qui avait été effectué avec la pretséauvage (Jimbet al. 2000). Les résultats
d’expression ont été analysés sur gel SDS-PAGE 15%.bande apparait clairement autour
de 10 kDa, poids attendu pour le monomeére de Slldaas la fraction contenant les corps
d’inclusion séparés par centrifugation & 12000 gelQue soit les conditions d’expression
testées (température, concentration en IPTG, demgitique, temps d’induction, souche

utilisée), aucune différence n’est constatée nsdaryuantité de protéine exprimée ni dans sa
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proportion sous forme soluble. L'ajout du plasmideysS dans la souche BL21 (DE3)

n'améliore pas I'expression de la protéine souséosoluble.

SLL-2a
Tempé-
L Temps| [IPTG] )
Vecteur| Caracteristique] Souche -rature DOgoonm Résultats
. ® | mm
0
30 3 0,1;
BL21 (DE3) 0,6 et 1,5] Expression sous
pRSET Aucune 16 16 0,5et2
. forme de corps
-A étiquette BL21 (DE3) 0,1; . .
16 16 0,6etl,2 d’inclusion
pLysS 05et2
0,5 1
BL21 (DE3) 16 16
0,2 0,8
Origami (DE3) 0,1;05 Aucune
16 16 0,6etl,2 ] o
K12 et2 expression visible
Etiquette Hig Origami B Une purification
en (DE3) 16 16 0,05 0,6 sur colonne de
pProEx ) )
N-terminal nickel révéle
-HtB ) .
clivable a la BL21 (DE3) gu'aucune
TEV C41 16 16 0,2 1 protéine d'intérét
n'est éluée aprés
BL21 (DE3) ajout d'imidazole.
C43 16 16 0,2 1
Corps d’inclusion.
BL21 (DE3) 16 16 0,2etl 0,8 Testée en
immunomarquage
Etiquette Hig Rien. Testée en
BL21 (DE3) 16 16 0,2 0,6 )
en immunomarquags
pET ) pLysS i i
TEV N-terminal 28 4 0,2 0,8 Corps d’inclusiop
clivable a la ) Rien. Testée en
Rosetta gami 2 16 16 0,2 0,6 )
TEV Immunomarquags
(DE3) pLysS - -
28 4 0,2 0,8 Corps d’inclusiop
Origami 2 (DE3) ]
25 5 0,2 0,7 Rien
K12

Tableau 7.1. Conditions d’expression testées pour I'expressioned SLL-2a dans la

bactérie E. coli.
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Le génesll-2a a alors été cloné dans le vecteur pProEx-HtB, d@adion du
promoteur forttrc (Brosiuset al. 1985). La protéine SLL-2a est exprimée avec uitpiétte
Hiss du coté N-terminal. Le dépdt sur gel SDS-PAGE 1868 fractions avant et apres
induction ainsi que des fractions contenant lep<at’inclusion et les protéines solubles
(surnageant apres centrifugation a 50000 g) ndaé@ugeune expression. Afin de contrdler ce
résultat, toutes les fractions solubles ont étéfipas par chromatographie sur colonne de
nickel. L’élution est effectuée par un gradient@enM a 500 mM d’'imidazole. Pour toutes
les souches testées, un pic, élué a environ 100estWjsible Figure 7.3). Il correspond aux
protéines contaminanteskd’coli. Ce résultat est également retrouvé avec la pe®LL-2a-

2.

Elution
mAU
2500
2000
1500
1000
500
0 J
0 10 20 30 40 50 60 70 Ve(ml)

Figure 7.3. Purification de SLL-2a clonée dans le vecteur pProHtB et exprimée
dans la souche BL21 (DE3).

Les courbes bleue et verte représentent respedaivelian densité optique a 280nm (exprimée
en mAU) et le gradient d’imidazole appligué pouuel les protéines. L'encadre rouge
représente les fractions éluées.

Les séquences nucléotidiques étant optimiséeséyatar la présence de codons rares
chezE. coli, 'absence d’expression ne peut pas étre due graliiéeme de disponibilité des
ARNt faiblement présents dans la bactérie. De plespression de SLL-2a-2 dans la souche
Rosetta gami 2 pLysS, qui est capable d’exprimectalons rares, est aussi nulle. Le vecteur

pProEx-HtB, comme tous les vecteurs dérivés deBystpET est un vecteur a faible taux de
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bY

réplication. Cette caractéristique, couplée a uempE€rature d’expression basse, peut
expliquer 'absence d’expression de ces protéines.

Pour tester un promoteur plus faible, le gene arstéré dans le vecteur pET-TEV.
SLL-2a exprimée possede une étiquette; ldis N-terminal. Suivant les conditions et souches
testées, elle est soit présente sous forme de dirdusion Figure 7.4. A) soit absente.
Les tests d’expression réalisés a 16°C toute utiteconduisent également a une absence
d’expression (excepté dans BL21 (DE3)), alors quejne température plus élevée, une
expression est clairement visible. Ce résultattrpas vérifié pour I'expression dans la souche
Origami 2 (DE3) pour qui I'expression est nulle 8°@ mais la croissance bactérienne
observée, tres faible pour cette souche, peut éatrdorigine de ce résultat. Un
immunomarquage, avec un anticorps dirigé contopi&ue histidine (pentahis), prouve que la

protéine présente dans la fraction 12C est bignd&ine d’intérétKigure 7.4. B).

A B
M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

15 kDa— —

10 kDa— . -

Figure 7.4. A. Gel SDS-PAGE 15 % acrylamide coloré au bleu de ddmassie apres
expression de SLL-2a clonée dans le vecteur pET-TE& exprimée dans les BL21 (DE3),
B. Immunomarquage correspondant.

Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits todi@ua culture, respectivement avant et apres
induction. La piste 3 représente la fraction coatera protéine présente sous forme de corps
d’inclusion (aprées centrifugation a 12000 g). Latpi4 représente la fraction soluble (apres
centrifugation a 50000 g) qui, lors d’'une purificatest déposée sur colonne.

Les tests d'expression réalisés avec la protéineé-Z8-2 (Tableau 7.2) sont

similaires a ceux observés pour SLL-2a.
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SLL-2a-2
Tempé-
L Temps| [IPTG] .
Vecteur| Caractéristique Souche -rature DOsoonm Résultats
. M | (mm)
°C)
BL21 (DE3)
BL21 (DE3)
pLysS Aucune expression
. . visible sur gel et paf
Origami (DE3) _
) ] 16 16 0,2 0,8 immunomarquage.
Etiquette Higen K12 o
) Une purification sur
ProEx N-terminal )
) R BL21 (DE3) colonne de nickel
-HtB clivable a la R
c41 révéle qu’aucune
TEV o
BL21 (DE3) protéine d'intérét
C43 n'est éluée aprés
BL21 (DE3) ajout d'imidazole.
Star pLysS
: 16 16 0,2 0,6
Rosetta gami 2
pLysS
37 3 0,7
- i BL21 (DE3) 0,2etl Corps d'inclusion
Etiquettes Hig 16 16 08
et GST en .
PET _ BL21 (DE3) 16 16 0,6 Rien
N-terminal 0,2
-M30 ) . pLysS 28 4 0,8 Corps d’inclusion
clivables a la
TEV Rosettagami 2 16 16 0.2 0,6 Rien
(DE3) pLysS 28 4 0,8 Corps d'inclusion
Sans et )
N Aucune expression
avec étiquette o
_ _ _ visible ou
pRSET Hisg en N- Origami (DE3) )
) 16 16 0,2 0,9 uniguement sous
-A terminal K12
) forme de corps
clivables a ) )
_ d’inclusion.
I'entérokinase

Tableau 7.2. Conditions d’expression testées pour I'expressionedSLL-2a-2 dans la
bactérie E. coli.

bY

SLL-2a-2, exprimée a partir du vecteur pRSET-A, kstalisée dans les corps
d’inclusion et apparait sous la forme d’'une bandEsé&kDa sur gel SDS-PAGE 15%. Le

vecteur PRSET-A, a la différence des vecteurs dérdu systeme pET, est un vecteur avec
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un taux de réplication élevé, ce qui explique leeddon d’'une expression dans les souches
Origami (DE3) et Origami (DE3) B, méme une nuit&@Q. Le vecteur pET-M30 permet a la
protéine exprimée d’étre couplée, en N-terminayna étiquette volumineuse, la protéine
glutathion-S-transférase (211 acides aminés). érgitmajeur de cette fusion est I'expression
d’'une protéine soluble et stable, produite en geamqaantité et facile a purifier grace a son
étiquette His (Smith 2000). Malheureusement, cette stratégies’est pas avérée payante
puisque, quelque soit les conditions d’expressestées, la protéine SLL-2a-2/GST est soit
exprimée sous forme de corps d’inclusion, soitegwsimée Figure 7.5). Les résultats sont
identiques a ceux obtenus avec les constructionSlde2a dans le vecteur pET-TEV :
excepté avec la souche BL21 (DE3), les tests désgion a 16°C toute une nuit ne
permettent pas de détecter la protéine. Seule wgr@entation de la température d’expression

permet une expression visible.

37 kDa— | —

25 kDa—

Figure 7.5. Gel SDS-PAGE 15 % acrylamide coloré au bleu de Coamsie et
immunomarquage apres expression de SLL-2a-2/GST.

Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits todi@ua culture, respectivement avant et apres
induction. La piste 3 représente la fraction coatera protéine présente sous forme de corps
d’inclusion (aprées centrifugation a 12000 g). Lat@i4 représente la fraction soluble (apres
centrifugation a 50000 g) qui, lors d’'une purificatest déposée sur colonne.

L’augmedium™ est un additif commercialisé par A#iES a ajouter dans le milieu
de culture avant I'induction des protéines. Spéamnt crée pour les protéines recombinantes
exprimées dans les corps d’inclusion, il permetndlire I'expression de différentes
chaperones, favorisant ainsi I'expression, sousndorsoluble, des protéines d'intérét.
Malheureusement, la proportion de protéines SLLePaSLL-2a-2 solubles n'a pas été
ameéliorée, quelque soit la concentration en augme®™ utilisée. Les protéines restent

intégralement produites sous forme de corps d’'sictu
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bY

Les problémes de repliement protéique, a lorigie la formation des corps
d’inclusion chez. coli, sont provoqués par deux phénomeénes principaux :

- un encombrement important dans le cytoplasme au céncentration en
macromolécules peut atteindre jusqu’a 400 mg.f8llis and Minton 2003)

- une mauvaise formation des ponts disulfure dansytoplasme (Kadokurat al.
2003). En effet, le cytoplasme bactérien est unpastiment réducteur qui limite fortement la
formation des ponts disulfure.

Les séquences peptidiques de SLL-2a et SLL-2a-Zietorent quatre résidus
cystéines (en position 8, 17, 22 et 93), qui petiégare impliqués dans la formation de ponts
disulfure intramoléculaires. Différents serveurs é® mis au point pour tenter de prédire les
liaisons éventuelles entre deux résidus. Les sesvBISULFIND (Ceroniet al. 2006) et
DIANNA (Ferre and Clote 2005 ; Ferre and Clote 20@&asés respectivement sur I'analyse
de la séquence primaire uniquement et sur lesqir@as de structures secondaires, indiquent
gue deux ponts disulfure seraient formés dans SLEtSLL-2a-2 : le premier établi entre les
deux premieres cystéines et le second avec les dienmeres. Tres récemment, un nouveau
serveur, appelé DBCP (Lin and Tseng 2010), utiig@nt a lui, les homologies de structures
tertiaires pour prévoir I'établissement de ponsutiure. Le programme MODELLER prédit
les coordonnées X, Y et Z des carbones alpha dguehasidu de la protéine puis le serveur
se charge de calculer les distances séparant cipaireéede cystéines pouvant étre formeées.
Selon DBCP, un seul pont disulfure établi entredgstéines 17 et 22 serait formé dans la
protéine SLL-2a. La probabilité calculée est de 90%proximité de deux cystéines dans la
séquence peptidique d’'une protéine est une caisgt@ée fréguemment rencontrée dans les
protéines comportant des ponts disulfure.

Les souches dites Origami (DE3), mutées au niveawyénegor ettrxB codant pour
deux enzymes a l'origine du caractere réducteurcytoplasme, sont donc spécialement
congues pour favoriser la formation des ponts fiisel Mais leur utilisation n'a pas permis
d’obtenir SLL-2a et SLL-2a-2 sous forme soluble.

Dans la littérature, diverses stratégies ont éuldppées pour favoriser la formation
de cette liaison disulfure lors de la synthése @’protéine. La premiere consiste a cloner la
protéine d'intérét de maniére a la fusionner, dté di-terminal, avec la thioredoxine 1,
produit du gendrxA (LaVallie et al. 1993). Cette enzyme compacte, trés soluble etestab
améliore la solubilité d’'un nombre important detpnoes synthétisées et favorise la formation
des ponts disulfure dans le cytoplasme des sounh&ntedrxB (Stewartet al. 1998). Une

grande variété de protéines contenant des ponilulis ont alors été exprimées grace a cette
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méthodologie (Juradaet al. 2006). Une autre stratégie pour une expressiors dan
cytoplasme bactérien consiste a introduire la gdiffi oxidase Ervlp, enzyme qui utilise
'oxygene moléculaire pour catalyser I'oxydation dghiols en ponts disulfure, dans le
cytoplasme . coli (Hatahetet al.2010).

A l'inverse, le périplasme bactérien est un compemt de choix pour I'expression de
protéines comportant des ponts disulfure. Bien phkagant que le cytoplasme, il abrite un
réseau d’enzymes redox qui catalysent la formagibtisomérisation des ponts disulfure,
telles que les membres du systeme Dsb, appartanansuperfamille des thioredoxines (de
Marco 2009). En exprimant une protéine fusionnéecaMalE, protéine appartenant a un
transporteur ABC du maltose dans le périplasmptdtéine d’'intérét sera transportée dans ce
compartiment cellulaire (Nikaido 1994).

Une autre stratégie consiste a tenter de solubiiseenaturer les corps d’inclusion
obtenus de maniéere a permettre a la protéine déintBadopter un repliement qui lui permet
d’assurer sa fonction. C’est cette derniere métlpil@ous avons choisi d’exploiter.

3. Renaturation des corps d'inclusion

La protéine exprimée sous forme de corps d’inclusiansE. coli peut étre solubilisée
et renaturé@n vitro, soit par dilution dans un bécher soit directenpamtchromatographie sur
colonne. Les corps d’inclusion sont le résultatnddéséquilibre entre les réactions de
synthése protéique, de repliement et d’agrégatieur formation est provoquée par des
interactions hydrophobes relativement stables. feanjere étape consiste donc a briser ces

interactions pour solubiliser les protéines.

3.1. Solubilisation des corps d’inclusion

Le tampon de solubilisation est généralement compitegents dénaturants tels que
I'hydrochlorure de guanidinium (GdnCl) ou l'urée,’agents réducteurs (DTT (-
mercaptoéthanol, couple glutathion réduit/glutathiomxydé (GSH/GSSG)), d'agents
chélatants (EDTA), de sels (NaCl, KCIl, Ca@VgCl,...) et d’autres composes qui peuvent
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stabiliser la protéine et favoriser sa solubilsat{glycérol, PEG, saccharose, détergents...)
ou sa purification. Le pH du tampon est égalemerst important (Burgess 2009 ; Fahretrt
al. 2004).

Des premiers essais de solubilisation des corpglds$ion de SLL-2a et SLL-2a-2
clonées respectivement dans les vecteurs pET-TEPEBME30 et exprimées dans la souche
BL21 (DE3) sont réesumés dansTlableau 7.3

Tampon de solubilisation Temps d’incubation Plasmide
_ pET-M30-
Tris-HCI 20 mM, pH 8, NaCl 500 mM, 30 min
. SLL-2a-2/GST
Imidazole 10 mM, Urée 6 M 3-
_ pET-TEV-
mercaptoéthanol 3-ME) 10 mM, glycérol 20% Une nuit
SLL-2a
Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, NaCl 500 mM, pET-M30-
2 heures
Imidazole 10 mM, Urée 6 M,3-ME 10 mM SLL-2a-2/GST

Tableau 7.3. Récapitulatif des conditions de solubilisation desorps d’inclusion.

La présence d'imidazole s’explique par le fait daeprotéine solubilisée devait
directement étre purifiée par chromatographie salorme de nickel et éventuellement
renaturée sur colonne. Quelque soit la compostdiwriampon et le temps d’incubation, la
grande majorité des protéines n’est pas solubik$é&sorganise toujours sous forme de corps
d’inclusion. Des conditions de solubilisation phygimales ont été recherchées.

Les essais suivants ont été réalisés avec la peo®iL-2a clonée dans le vecteur
pET-TEV et exprimée dans la souche BL21 (DE3). Hetele volume important que
représente la GST fusionnée a SLL-2a-2 peut évidetuent géner le bon repliement de la
protéinein vitro. J'ai préféré travailler sur une protéine cou&pres induction, les cellules
sont éclatées et les corps dinclusion protéiqumd $avés, par cycles de centrifugation
successifs, trois a cing fois, dans le tampon de lgomposé de Tris-HCI 20 mM, pH 8,
saccharose 20%, EDTA 5 mM, Triton X-100 1%. L’étagde purification se révele
fondamentale puisque des impuretés associées @tiEing dénaturée peuvent entraver son
bon repliement tridimensionnel (Tsumatb al. 2003). Les conditions de solubilisation alors
testées sont résumeées danfdbleau 7.4
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Concentration

Composition des différents tampons .
en urée

0 M urée
2 M urée
8 M urée

Acétate de sodium-acide acétique 20 mM, pH 4, ERTAM, glutathio
réduit (GSH) 1 mM, glutathion oxydé (GSSG) 0,1 mM

0 M urée
MES 20 mM, pH 6, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSG 0,1 mM 2 M urée
8 M urée

0 M urée
2 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 8, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSGhiM 4 M urée
6 M urée
8 M urée

2 M urée
4 M urée
6 M urée
8 M urée

Tris-HCI 20 mM, pH 9, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSGiiM

0 M urée
2 M urée
Tris-HCI 20 mM, pH 10, EDTA 2 mM, GSH 1 mM, GSSIGniM 4 M urée
6 M urée
8 M urée

Tableau 7.4. Récapitulatif des conditions de solubilisation desorps d’inclusion de
SLL-2a, clonée dans le vecteur pET-TEV et expriméeans la souche BL21 (DE3).

L’'analyse est effectuée sur gel SDS-PAGE 15% apleisx heures ou une nuit
d’'incubation dans le tampon de dénaturation. Lesxdgrincipales différences dans la
composition de ces tampons sont le pH et la coration en urée. Aprés analyse sur gel, les
conditions retenues pour la solubilisation des gatjinclusion sont un tampon a pH 9, pH
proche de celui des tampons utilisés pour puri@smprotéines sur colonne de nickel (pH 8,5)
et éloigné du point isoélectrique estimé de SLL{@a= 5,7) ou la solubilité protéique est
minimale et une concentration en urée de 6 M. Dmuxes d’incubation sont suffisantes pour
solubiliser la majorité des corps d’'inclusion déssconditions décrites ci-dessus.
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3.2. Renaturation des corps d’inclusion solubilisés

Apres solubilisation des protéines agrégées, |&tale renaturation consiste a
diminuer la concentration d’agents dénaturants deiéne a favoriser le repliement de la
protéine. Plusieurs méthodes sont disponiblesietgre étre divisées en deux groupes :

- des méthodes non chromatographiques telles qilialise ou la dilution.

- des méthodes chromatographiques dont la chromagtoig d’exclusion stérique, la
renaturation assistée par des chaperones ou fecation sur colonne (Swietnicki 2006).

La réussite de la renaturation est trées empiriquipend de la protéine. La méthode
choisie ainsi que la composition des tampons debgdation et de renaturation sont
primordiales mais restent trés aléatoires. Certagmposés qui entrent dans la composition
des tampons possédent des propriétés spécifigeesadcharose et les polyols améliorent la
stabilité des protéines grace a 'augmentatioradadcosité du milieu alors queleaarginine,

a la différence de son énantiomere de la sgrigossede un effet solubilisant (Hamadaal.
2009). Les mécanismes mis en jeu dans cette é@pendturation sont rarement connus. I
s'agit de diminuer progressivement la concentragonagents dénaturants de maniére a
favoriser la formation d’un intermédiaire qui conmme a se renaturer alors que sa flexibilité
et sa solubilité restent importantes (Tsumettal. 2003).

La premiere méthode utilisée a été la renaturgieonchromatographie sur colonne de
nickel (Figure 7.6. A) (Li et al. 2004). Apres solubilisation de SLL-2a dans le tampe
dénaturation (Tris-HCI 20 mM, pH 9, EDTA 2 mM, GS3ihhM, GSSG 0,1 mM, Urée 6M), la
protéine dénaturée (& 0,7 mgink'accroche, via son étiquette polyhistidine, Es ions
nickel de la colonne. Ce lien, trés stable permdilder des tampons avec une large gamme
de pH contenant les dénaturants GdnCl ou urée qigéadorte concentration, des détergents
non ionigues (Triton X-100), des sels (NaCl), degerds réducteurs (DTT, couple
GSH/GSSG...) et des petites molécules telles quacidss aminés, des polyols, des agents
chélatants a faible concentration (Swietnicki 200@LL-2a est ensuite renaturée
progressivement avec le remplacement du tamporédataration par celui de renaturation
(Tris-HCI 20 mM, pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 10 mB-ME 5 mM, glycérol 10%) et
éluée par un gradient d'imidazole de 0 & 500 mM. iésultats de cette chromatographie sont
analysés sur gel SDS-PAGE 15Fgure 7.6. B).
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A B
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Figure 7.6. A. Renaturation des corps d’inclusion de SLL-2a pachromatographie sur
colonne de nickel. B. Gel SDS-PAGE 15 % acrylamideoloré au bleu de Coomassie
apres expression de SLL-2a clonée dans le vectelEp-TEV.

A. La courbe bleue représente la densité optiqueDarg§exprimée en mAU). Les encadrés
vert et rouge représentent respectivement les £tipeenaturation et d’élutioB. La piste 1
correspond au surnageant aprés lavage et soltibitisdes corps d’incluions. Les pistes 2, 3
et 4 représentent respectivement la fraction ntanue, la fraction durant la renaturation et la
fraction éluée. Les échantillons des pistes 5, 8 sbnt issus de la purification d’affinité
suivante sur Sepharose 4B. lls correspondent riggeent a la fraction non retenue, le
lavage et la fraction éluée avec 0,3 M de gal&ctos

Le pic du chromatogramme correspondant a la fragtan retenue (pic 2) est formeé
par SLL-2a qui n’a pas été retenue par les ionkehide la colonne (piste 2) alors que sa
capacité maximale n’était pas atteinte. Le tampontient 2 mM d’EDTA alors que la
concentration maximale préconisée est de 1 mM. Masphénomeéne a également été
observé pour les autres tests de renaturationodomree dans lesquels le tampon ne contenait
pas d’agents chélatants. La taille de la colonnemoglifie pas non plus ce résultat. La
repurification de la fraction non retenue lors duteuxieme étape ne permet toujours pas de
retenir l'intégralité de SLL-2a. Un équilibre semld’installer entre la quantité de protéines
accrochées sur la colonne et celle non retenueufaucecherche bibliographique n’a permis
d’expliquer ce résultat. Aprés renaturation pendaheures sous un flux de 0,1 ml.fhita
protéine est éluée a environ 350 mM (pic 4 A. step#d B.). Aucun pic n’est visible pendant
I'étape de renaturation ; la protéine n’est pagatd®@e (encadré vert A. et piste 3 B.). Aprés
élution et contrdle de la présence de SLL-2a sousd soluble, sa fonctionnalité est testée
par chromatographie d’affinité sur Sepharose 4Bs fractions de 1 ml sont collectées

manuellement et analysées sur gel. La protéinbiestprésente sous forme soluble, dans le
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surnageant de la centrifugation a 50000g mais pastetenue sur la colonne (piste 5 B.). De
plus, aucune protéine n'est éluée aprés 'ajoud,8eM de galactose (piste 7 B.). La protéine
présente visiblement un repliement tridimensiorouél ne lui permet pas de retrouver une
activité agglutinante. Les conditions de renatoratie sont pas adaptées.

La renaturation par dilution lente a égalementtéséée. Le tampon de renaturation
(Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, GIcNAc 10 mMkarginine 0,5 M, glycérol 10%,
GSH 5 mM, GSSG 0,5 mM) est ajouté au goutte a gaddans la solution protéique (a 0,5
mg.mi*) de maniére & la diluer d’un facteur 10. Une cobde Sepharose 4B est également
utilisée pour contréler la fonctionnalité de SLL-Penaturée. La présence d'un substrat
potentiel de la lectine ne lui permet pas d’adofadronne structure tertiaire et/ou quaternaire.
Apres analyse sur gel SDS-PAGE 15%, nous constajaeslintégralité de la protéine
renaturée est soluble mais localisée dans la dracidn retenue (résultats non présentes).

Le kit commercialisé par Athena ES a égalemené testrr la renaturation de SLL-2a.
Il est formé de quinze tampons de compositionstdkfites (détaillées dans le chapitre 2,
Tableau 2.10) a utiliser pour diluer la protéinentdrét d'un facteur 20 (50 pl de SLL-2a a 1
mg.mi* diluée avec 950 pl de tampon). Aprés renaturatipyotéine est mise & incuber en
présence de résine Sepharose 4B afin de testensiiohnalité. Les échantillons sont ensuite
analysés sur gel SDS-PAGE 15% aprés précipitationT@A 100%. Le but des Kkits
commerciaux est d’identifier les composés qui fesert ou, au contraire, desservent la
renaturation de la protéine. Quelque soit les dmmd testées, SLL-2a est soit intégralement
localisée dans le culot, c'est-a-dire, gu’'aprestsbidation, elle a de nouveau précipité, soit
présente dans la fraction non retenue, c'est-agdiedes conditions de renaturation n’ont pas
permis d’obtenir une protéine fonctionnelle. L'aysa des résultats ne permet pas de conclure
quant a la présence favorable ou non de certampagés dans le tampon. Une bande semble
néanmoins étre visible sur gel SDS-PAGE dans ketifna éluée aprés renaturation dans le
tampon 10 (Tris-HCI 50 mM pH 8,5, NaCl 9,6 mM, KCK¥ mM, MgC} 2 mM, CaC} 2
mM, L-arginine 0,5 M, saccharose 0,4 M, Guanidine-HGBOM, GSH 1 mM, GSSG 0,1
mM). Un test similaire avec un tampon de méme ca@ijpn préparée par mes soins ne
permet pas de confirmer ce résultat. Aucune pretdnaturée et fonctionnelle n’est présente.

La lectine CHA-II de I'escargdfepaea hortensisommunément appelé « petit gris »,
est homologue a HPA et spécifique du GalNAc/GIcNEgprimée dans la bactére coli,
elle est renaturée selon le protocole décrit danBidure 7.7 (Gerlachet al. 2005). Un
protocole identique a été appliqué a la lectine -2aLFigure 7.7) mais la purification sur

colonne Sepharose 4B indique que la protéine, ptéskans la fraction non retenue, n’est pas
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fonctionnelle. D’autres essais avec, notammenttanmpon avant renaturation ne contenant
pas de DTT et du GalNAc a la place du GIcNAc ordlément été testés mais les résultats
restent inchangeés.

La séquence peptidiqgue de CHA-II contient deux é@gsis aux positions 12 et 62.
Selon le serveur de prédiction de formation de paigulfure DBCP (Lin and Tseng 2010),
ces résidus ne seraient pas impliqués dans uncbegalent soufre-soufre. L'échec de la
renaturation de SLL-2a avec un protocole trés sineila celui employé pour CHA-II est

probablement du a un probleme dans la formatiorpdets disulfure.

Protocole pour CHA-II Protocole pour SLL-2a

Dissolution des corps d'inclusion dans :

6dnCl 6 M, pH 7.5 Tris-HCI 50 mM, pH 9, Urée 8 M

Purification sur colonne de nickel et élimination de limidazole par :

Précipitation dans I'éthanol Concentration sur concentrateur
Dialyse contre Tris-HCl 20 mM, pH 7,7 (Vivaspin 500 cut off 5000 Da)
Dissolution dans : :

Les corps d'inclusion sont présents dans :
Tris-HCl 20 mM, pH 7,7, Urée 6 M, DTT 5mM

Renaturation par dilution dans :
1- PBS, dilution au 1/5¢me

2- Tris-HCl 20 mM, pH 8, GlcNAc 10 mM, dilution au 1/15%m¢, une nuit & 4°C

Figure 7.7. Protocoles de renaturation utilisés pour les lecties CHA-II et SLL-2a.

Une glycosyltransférase étudiée au laboratoire gsétee également d’'une étape de
renaturation pour restaurer sa fonction. Son tang@renaturation, composé principalement
deL-arginine et du couple cystéamine/cystamine comouple rédox ne permet pas a SLL-

2a d’adopter un bon repliement tridimensionnel.

La renaturation de protéines exprimées sous foreneodps d’inclusion dang. coli

est devenue une méthode de choix pour I'obtent@prdtéine recombinante. Des protéines
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tres diverses telles que des lectines, des ansicalps facteurs de croissance issues
d’organismes variés (virus, invertébrés, humainson) été obtenues avec cette méthode
(Amorim et al.2010 ; Leeet al. 2010 ; Gerlachket al. 2005). Néanmoins, la recherche des
conditions de solubilisation et de renaturationsague la méthode expérimentale a utiliser
peut s’avérer étre un travail tres laborieux. Nausns alors tenté d’exprimer cette lectine de

corail dans un systéme d’expression eucaryoteyiaé&Pichia pastoris

4. Expression dans la levure Pichia pastoris

La levure, systéme d’expression eucaryote, est lbmene alternative pour les
protéines dont I'expression dans la bactérie caaiiua la formation de corps d’inclusion
(Daly and Hearn 2005 ; Creggf al. 2009). La levure la plus fréquemment utilisée pour
I'expression de protéines recombinantes est app#éhia pastoris Cette levure
méthylotrophique est capable d’utiliser le méthactwhme seule source de carbone, substrat
gu’elle métabolise grace a I'enzyme alcool oxidé&©®X). Deux géenesAOXL et AOX2
codent pour cette enzyme daRs pastoris AOX1 est responsable de la majorité de
I'utilisation du méthanol (85%) alors que AOX2, soomologue a plus de 97%, consomme le
méthanol de maniére beaucoup plus lente et donmameificace. De plus, AOX1 est
exprimée de maniere trés abondante dans la lelon® gque I'expression du gedeOX2 est
beaucoup faible. Les souches contenant le §&mwél, dont GS 115 utilisée dans cette étude,
sont désignées comme Muatlors que les souches ne contenant qu’une copatidonelle du
géneAOX2 posseédent un phénotype M(Daly and Hearn 2005).

4.1. Clonage dans les vecteurs pPIC&

Les vecteurs utilisés pour le clonage sont pRi&Zet pPICA-HisFlag permettant
I'expression d'une protéine sans étiquette et awre queue Hiset un épitope Flag
respectivement. Ces vecteurs, résistants a larssooontiennent une séquence signal alpha,

en amont du site de clonage conduisant a la séarétans le milieu de culture, de la protéine
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synthétisée. Les deux gerss2a etsll-2a-2 ont été clonés dans les deux vecteurs. Le schéma

des deux constructions est donné daisdare 7.8

pPICZa-A : facteur a SLL-2a ou SLL-2a-2
pPICZa-HisFlag : His, SLL-2a ou SLL-2a-2

Facteur a : séquence signal de sécrétion dans le milieu de culture

His, : séquence de six histidines

Flag : épitope utilisé pour marquer la protéine en immunoblotting

Figure 7.8. Schéma des constructions utilisées pour produire $-2a et SLL-2a-2 chez

P. pastoris

L’intégration des génes spécifiques dans le géndmea levure s’effectue par
recombinaison homologue apres linéarisation dunpldes et génére des transformants de
levure stablesHigure 7.9). Dans le cas A., la linéarisation donne une mdazoaison simple
qui permet l'intégration du géne d’intérét dans wassette d’expression en conservant le
géneAOXL. Dans le cas B, la double recombinaison insegéhe d’'intérét a la place de celui
d’AOX1l. Seule AOX2, moins abondante et efficace, sespodiible pour métaboliser le
méthanol. Des intégrations multiples provoquées desm recombinaisons répétées peuvent
également avoir lieu dans environ 1 a 10% des[2aly @nd Hearn 2005 ; Cregq al.2009).

Le site de coupure de I'enzyme de restrict®st est localisé dans la région 5° AOX1 des
vecteurs, utilisée pour la double recombinaison. dhoisissant cette enzyme pour la
linéarisation du plasmide, nous nous placons foec#ndans le cas A et les transformants

obtenus aprés électroporation des plasmides soetamphénotype Mt
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Pichia Genome

AOX1 or aox1::ARG4

5 AOX1oraox1:ARG4 TT : ] | TT gy HIS4  g3'AOX1 g

Expression Cassette

m’ Linearized plasmid
] AOX1 T 3 Pichia genome
- BTN FYTT— i erated
into genome

Figure 7.9. Schémas des recombinaisons homologues possiblesgli@wvecteur pPICZ-
a chez la levurePichia pastoris

A. Simple recombinaisorB. Double recombinaison avec suppression du ¢€bxl codant
pour I'alcool oxidase.

Afin de s’assurer de l'intégration des plasmidessd& génome de la levure, une
extraction d’ADN génomique suivie d'une amplificati par PCR ont été réalisées. Deux
couples d’amorces, spécifiques des régions 5’ AOXIAOX1 et des régions juste en amont
et en aval du site de clonage multiple pRidgZ et -R (Figure 2.5. du chapitre 2) ont été
utilisés. Les produits ont été amplifiés aux tailltenduesT@bleau 7.5.et Figure 7.10).
Nous pouvons néanmoins noter qu’'un décalage eblevidans la migration. En effet, deux

marqueurs différents ont été utilisés et les statsdde 500 pb et 1000 pb n'ont pas migré a la
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méme distance alors que le front de migration esit.dAucune explication ne permet
d’expliquer ce résultat. Toutefois, apres extractsur gel et purification, une analyse par

séquencage a définitivement confirmé lintégratdes plasmides dans le génome Rle

pastoris
Couple d’amorces Couple d’amorces
pPicZa-F / pPicZa-R | 5 AOX1 /3 AOX1
désigné par A désigné par B
Clonage dans pPIC-4-A
sll-2a 487 pb 816 pb
sll-2a-2 544 pb 873 pb
Clonage dans pPIC-&-HisFlag
sll-2a 528 pb 858 pb
sll-2a-2 585 pb 915 pb

Tableau 7.5. Tailles attendues apres amplification desll-2 et sll-2a-2 avec les amorces 5’
AOX1/ 3" AOX1 et pPicZa-F / -R sur 'ADN génomigue deP. pastoris

1000 —
ww 1000

500 — [ - 500

—

Figure 7.10. Analyse sur gel d’agarose 1,5% de I'amplification ds genesll-2a et
sll-2a-2 clonés dans pPIC-&-HisFlag a partir de 'TADN génomique de la levure.

Les pistes 1 et 2 désignent respectivement lessgaha et sll-2a-2 alors que A et B
désignent les amplifications avec les couples diae®pPica-F/-R et 5° AOX1 / 3" AOX1.
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4.2. Conditions d’expression

Clonées dans les vecteurs décrits précédemmexprd'ssion de SLL-2a et SLL-2a-2
est sous le contréle du promoteur fort AOX1, inthletau méthanol. La quantité d’enzyme
AOX1 peut alors atteindre 30% des protéines cetkgatotales lorsque le méthanol est
I'unique source de carbone (Couderc 1980). En ,dfeglucose réprime la transcription du
gene AOXL, y compris en présence de méthanol. L'utilisatitnce promoteur peut alors
conduire a une production importante de protéiresmbinantes méme si une seule copie du
géne est intégrée dans la cassette d’expression.

La premiére étape de I'expression consiste a s@hear les transformants les plus
productifs apres trois jours d’induction a 0,5%ndéthanol final. Puis seulement un clone de
chaque construction sera testé en production sgrjours. Aprés une préculture sur la nuit
dans un milieu contenant du glycérol comme soueeatbone, les cellules sont induites
dans un milieu MMYC inductible au méthanol a 30°Qus agitation (220 rpm). Trois
concentrations en méthanol ont été testées : 0,28% et 1% final. Toutes les 24 heures,
une mesure de la densité optique est réalisée &iquot de surnageant est prélevé, précipité
au TCA 100% et analysé sur gel SDS-PAGE 15%.

La Figure 7.11 représente les profils électrophorétiques SDS-PAGE: de dix
clones transformés avec SLL-2A.)Y et SLL-2a-2 B.) apres trois jours d’induction au
méthanol 0,5%. La quantité de protéines sécrétées lé milieu de culture d@. pastorisest
relativement faible. L’analyse, sur gel SDS-PAGEntne donc des bandes peu intenses,
surtout dans les bas poids moléculaires. Plusieypsthéses peuvent expliquer ces profils
surprenants. Tout d’abord, la quantité de protéintdes sécrétées dans le milieu de culture
chezP. pastorisest faible. La protéine d'intérét peut représejisqu’a 80% des protéines
totales sécrétées, ce qui est un atout considéuablesa purification (Let al.2007). De plus,
nos protéines sont attendues a de faibles poidéaulaires (autour de 10-15 kDa). Les gels
sont donc concentrés en acrylamide (15%) pourpdtre résolutifs dans la région contenant
les protéines de bas poids moléculaires. La corgmrale nos profils avec d’autres obtenus
avec des gels moins résolutifs réalisés au labiogailodique effectivement que la majorité
des protéines sécrétées possedent de hauts polésutabes et sont concentrées dans la
partie haute des gels. Une détection au nitratgelrd, plus sensible, aurait néanmoins permis

d’accentuer le profil général.
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A
M T 1 23 45 6 7 8 9 1_0 V
75 kDa — B >
20 kDa —
15 kDa — g
B
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- <+>
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Figure 7.11. Analyse sur gel SDS-PAGE 15% acrylamide coloré auléu de Coomassie
des surnageants de culture de I'expression de SLLaZA.) et SLL-2a-2 (B.) (clonées dans
pPICZa-A) dansP. pastoris apres trois jours d’'induction au méthanol 0,5%.

Les pistes T et V correspondent respectivemeng¢moin avant induction (apres la préculture
dans le milieu contenant le glycérol) et au témegmeés induction avec le plasmide vide (le
géne n’'a volontairement pas été cloné). Les piktaslO correspondent a dix transformants
différents.

Une bande diffuse est visible a 15,1 kDa et 15,5 kfur les gels A et B
respectivement. Elle pourrait correspondre a SLIeR8LL-2a-2 glycosylées. pastorisa,
en effet, la capacité d’'ajouter des résidus marm¢de huit a quatorze) sur les sitesNde
glycosylation potentiels des protéines synthétigée®t al. 2007). SLL-2a-2 possede vingt
acides aminés supplémentaires par rapport a SLce2gqui correspond approximativement a
une masse molaire de 2200 Da, perceptible surQreles deux bandes visibles possédent
sensiblement la méme taille. Ces observationsdaisnvisager que la bande visible dans les
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bas poids moléculaires ne correspond pas a nosimpestd’intérét mais plutdt a une protéine
de levure naturellement sécrétée. Ce résultat lzrégat été confirmé par immunomarquage
de SLL-2a et SLL-2a-2, exprimées dans pRicHisFlag, et détectées avec un anticorps
spécifique de I'épitope Higpuisqu'aucune bande n’a été revélée.

Une bande est également visible a 75 kDa dandesudones apres induction et dans
le témoin formé avec le vecteur vide (piste V Fgudrll.) mais est absente dans le témoin
avant induction. Cette bande pourrait corresporiiréenzyme AOX1 qui a un poids
moléculaire, estimé selon la séquence peptidiqéB&¥849.1), de 73,9 kDa. La présence de
AOX1 apres induction nous confirme donc que l'indlut a bien fonctionné.

Les résultats décrits précédemment ont été cossgaiglque soit le vecteur utilisé, la
concentration en méthanol choisie pour l'inductbihe temps d’expression.

Les courbes de croissance des levures sur cing {eigure 7.12) sont composées de
deux phases : une premiere partie linéaire ouelesrés poussent de maniere exponentielle
pendant deux jours et une phase de saturation @oisance est trés ralentie. Quelque soit la
protéine et la concentration en méthanol utilisger pinduction, la croissance des levures est
similaire. Lors de I'expression d’HPA (non fonctimile), la croissance des levures était
beaucoup lente et restait exponentielle pendantcileg jours d’induction (résultats non
présentes). Cette courbe de croissance pourraiteirésentative de levures en croissance qui
n'expriment aucune protéine sous forme recombinahteite I'énergie de la cellule est
utilisée pour se diviser. A Tlinverse, lorsqu'uneofgine est exprimée sous forme
recombinante, la croissance est beaucoup plus pemggu’une partie de I'énergie disponible
est réquisitionnée pour la production. Ces coudmegroissance peuvent donc apporter un
élément supplémentaire qui semble conforter ladteds précédents : SLL-2a et SLL-2a-2 ne

sont pas exprimées (ou tres faiblement et donaétectables) dans ce systéme d’expression.
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Figure 7.12. Courbes de croissance des levureB. pastoristransformées avec

SLL-2a et SLL-2a-2 dans le milieu MMYC, a 30°C.

Afin d’éliminer tout probleme survenu dans la séorédes protéines dans le milieu
de culture, le contenu des levures a été analysges i SDS-PAGE15%, apres éclatement au
cell disrupter. Les profils obtenus sont tres saimés a ceux présentés dang-igure 7.11
Aucune protéine d’intérét n’est visible dans les paids moléculaire.

SLL-2a et SLL-2a-2 ne sont pas exprimées danss&s\e eucaryote. pastoris dans

les conditions d’expression testées.

4.3. Discussion

Il est intéressant de discuter de l'influence démitype de la souche & pastoris
utilisée sur le rendement de protéines synthétidémes de I'utilisation de souches Mutine
partie de I'énergie consommée par la cellule ediséd pour synthétiser 'enzyme AOXL1.
Lorsque son géne est absent (souche de phénotypd, Minduction au méthanol est
nettement moins efficace puisque, seule AOX2 eSsgnte mais l'intégralité des protéines
synthétisées correspond a la protéine d’'intérétebdement attendu peut alors étre meilleur.

Le glucose est un répresseur transcriptionnel dmpteur AOX1. Dans un milieu
contenant du glucose, aucune expression n'est\@Esenéme en présence de méthanol. Le

glycérol, a I'inverse, n'est pas un répresseureeitt @tre utilisé comme source de carbone. En
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utilisant un milieu composé de glycérol et méthated cellules se divisent en consommant le
glycérol et la production de protéines est indpiée le méthanol. De plus, dans une souche
Mut®, le méthanol sera trés lentement consommé, cprglangera d’'autant plus 'induction
de la protéine. Ces conditions (souche Mut milieu composé dun mélange
glycérol/méthanol) se sont révélées optimales peupression d’hormones de croissance
humaines (Ormast al.2009).

Ainsi, pour tenter d’améliorer le rendement d’exgsien de SLL-2a et SLL-2a-2,
Iutilisation de la souche KM 71, de phénotype Ruavec des modifications de la

composition du milieu de culture ou non, pourréié &nvisagée.

5. Conclusion

Le but de ce travail de thése consistait a trolesrconditions d’expression et de
purification de la lectine de corail SLL-2 sousrfar soluble et homogéne. Appartenant a la
famille de lectine de type H, sa production sousn® recombinante aurait grandement
facilitée ses caractérisations biochimique et soinade, complétant ainsi les données déja
disponibles sur cette famille.

A partir de I'étude de la séquence nucléotidiqueladéectine directement issue du
corail, deux séquences de genes ont été synthgetidee premiere, nommeésll-2a,
correspond, selon les alignements de séquenc@naaite agglutinine des lectines de type H.
La secondegsll-2a-2, comporte 60 bases supplémentaires en 5 par ragpsll-2a, de
maniére a conserver une séquence peut-étre impogaar le repliement de la protéine.

Deux systemes d’expression ont été testés. DarnmdeerieE. coli, les protéines
étaient tres majoritairement produites sous formearps d’inclusion. Cet état d’agrégation
est probablement provoqué par une mauvaise formatio ou des ponts disulfure
intramoléculaires proposeés et peut-étre par la dtion de ponts disulfure intermoléculaires.
L'utilisation de souches spécialisées, déficiemteséductases, n'a pas amélioré la proportion
de protéines exprimées sous forme soluble dansyleplasme. Des expériences de
dénaturation et renaturation des corps d’inclusioh alors été envisagées. Sous certaines
conditions de renaturation, la protéine était selubais incapable de reconnaitre du
galactose. Elle était donc soit mal repliée soit organisée. Appartenant a la famille de

lectines de type H, une organisation trimériqueattgindue et indispensable a la fixation du
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ligand glycanique puisque le site de reconnaissastelocalisé a l'interface entre deux
monomeres. Les conditions de dénaturation/renaduarate favorisent peut-étre pas la
formation de ce trimére, ce qui rend la protéina fanctionnelle. Le systéme d’expression
eucaryotePichia pastoris plus évolué que la bactérie, a alors été utifimé@r tenter
d’exprimer SLL-2a ou SLL-2a-2 sous forme recombteadprés vérification de I'intégration
du plasmique dans le génome de la levure et centidl’induction, aucune production n’a pu
étre détectée, quelque soit les conditions testéleses sélectionnés, temps d’induction,
concentration en inducteur...).

D’autres stratégies peuvent étre imaginées poueratiobtenir une protéine sous
forme soluble. La présence probable de ponts digilintramoléculaires laisse imaginer
gu’'un défaut de formation de cette liaison covalesdt a I'origine de I'obtention de SLL-2a
et SLL-2a-2 sous forme de corps d’inclusion dansaletérie. Le couplage a la thioredoxine 1
semble étre une méthode de choix pour amélioraspiéssion de protéines avec ponts
disulfure dans le cytoplasme (LaValke al. 1993 ; Stewaret al. 1998). L'utilisation d’'un
troisieme systéme d’expression peut également étrdsagée. Le systeme eucaryote
baculovirus est basé sur I'expression de protaiaes des cellules d’insectes infectées par un
virus qui posséde le géne d'intérét intégré damsgamome. Les principaux avantages de ce
systéme résident dans la capacité a apporter deications post-traductionnelles a la
protéine synthétisée, telles que la glycosylatianformation de ponts disulfure mais aussi
I'oligomérisation. Ainsi, une tentative d’expressiale SLL-2a et/ou SLL-2a-2 dans ce
systéme aurait peut-étre permis d’obtenir la pnat&oluble et fonctionnelle.

Les séquences des trois différents isogénes pagsphlss de 70% d'identité et les
quatre cystéines potentiellement impliguées dandotenation de ponts disulfure sont

conservéesHigure 7.13).

SLLZa
SLL2b
SLL2c

20

TEEER EiAC DTS SDERV T siFg
TETER ElICD TS SDET 5

g HY{ CWPEslCD TS S DER T 8{Fs]

SLLZa
SLLZb
SLLZc

Figure 7.13. Alignements des séquences peptidiques des troimgenes codant
pour la lectine SLL-2 identifiés dans le corailSinularia lochmodes

Les fleches noires indiquent 'emplacement desrgquasidus cystéine.
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Si les problémes d’expression ddhascoli sont effectivement liés a la formation de
cette liaison covalente, le clonage d'un autre gsih@b ou sll-2c n’aurait pas permis
d’optimiser la quantité de protéines produite sfouse soluble. La stratégie la plus rapide a
mettre en ceuvre sera d’exprimer SLL-2a coupléelidaedoxine dans la bactérie.

L'obtention de SLL-2a, lectine spécifique du gateet, issue du coralbinularia
lochmodes sous forme recombinante aurait grandement facilta caractérisation
biochimique. La microcalorimétrie isotherme deatiton et/ou la résonance plasmonique de
surface aurait permis de déterminer les constaaoiestiques et thermodynamiques de
I'interaction de cette lectine avec différents figa glycaniques. La résolution de sa structure
tridimensionnelle, par cristallographie aux rayéhpar exemple, aurait permis de comparer
son type de repliement et son organisation oligajuéravec ses homologues structuraux,
HPA et les discoidines, de maniere a compléterdi@snées disponibles sur les lectines
appartenant a la famille de type H. L’alignement sfquencesHgure 7.1) semble
néanmoins indiquer que SLL-2a présenterait une lbaile spécificité plus courte que celle
d’HPA. Cette modification, couplée avec la légei#écence de spécificité de ces deux
protéines (GalNAc pour HPA et Gal pour SLL-2a) $aigprésager que la lectine de corail ne
serait pas un marqueur de cellules cancéreuses miésessant qu'HPA. Seules des
expériences de marquage de cellules par microsampitocale permettront de répondre a

cette question.
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Chapitre 8

Conclusion générale et perspectives

Mes travaux de these se sont inscrits dans leextsngénéral de I'analyse structure-
fonction des lectines, qui constitue une des thguwes de I'équipe de Glycobiologie
Moléculaire du CERMAV. Ces recherches m’ont perdieborder différents aspects de la
biologie moderne tels que la biologie moléculaire aellulaire, la biochimie, la
cristallographie aux rayons X.

Ces travaux peuvent étre divisés en trois axeeursj Le premier consistait a
approfondir I'étude de lectines d'invertébrés apgzant a la famille de type H. En 2006,
HPA, lectine a GalNAc extraite de l'escargot de Bmgne, a été la premiére a étre
caractériser biochimiquement et structuralementh¢Bezet al. 2006). Les discoidines, Discl
et Discll, sont deux lectines a Gal/GalNAc de I'agictyostelium discoideuntnomologues
a HPA. L'étude de leurs spécificités et affinitdasa que la résolution de leurs structures
cristallographiques sous forme native et compleée les monosaccharides GalNAc et Gal
ont été effectuées durant le travail de doctorakKdé&. Aragdo (Aragaet al. 2008). J'ai
résolu les structures cristallographiques de Dismmplexée avec deux ligands
disaccharidiques : le G#l-3GalNAc et le GalINAB1-3Gal et ce travail a mené a publication
(Mathieu et al. 2010). Les discoidines sont composées de deux desialistincts: un
domaine C-terminal spécifique des lectines de typet un domaine N-terminal, appelée
domaine discoidine. Durant cette these, j'ai cagfdihypothése que ce dernier serait un
domaine agglutinine reconnaissant les résidus l&ssEn effet, ses homologues structuraux
les plus proches appartiennent a la famille deskex de type F. Ces lectines trimériques sont
spécifigues du fucose. Ces discoidines seraient di@s protéines composées de deux
domaines lectines de spécificité différente. Dansauvenir proche, I'étude de la spécificité
propre de ce domaine, associée a la déterminagi@omistantes d’interaction avec des ligands
fucosylés doit étre menée. Le rble de ces lectidass I'amibe, n’est toujours pas clairement
défini méme si I'on sait qu’elles sont impliquéeand le cycle de différenciation et de
morphogenése de I'animal. A plus long terme, ibgentéressant de déterminer la fonction
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précise de chacun de ces domaines afin de miewpreonre le cycle cellulaire db.
discoideum

Durant cette thése, je me suis également attactiéatér de caractériser une autre
lectine de type H issue du cor&inularia lochmodesJe me suis rapidement heurtée a des
difficultés pour I'obtention de la protéine recomdnte sous forme soluble. Les tentatives
d’expression dans la bactéfie coli et la levureP. pastoris ainsi que des expériences de
renaturation, n'ont pas été fructueuses. Il semalilgue la formation de ponts disulfure soit
responsable de ces échecs. Des stratégies difigrdoivent alors étre mises au point afin de
produire cette lectine de corail sous forme solulile couplage de la protéine a la
thioredoxine est conseillé dans les cas de proldedeeformation de ponts disulfure. Des
essais d’expression et de purification sont acusint en cours. Les caractérisations
biochimique et structurale de cette lectine congpéént les données déja disponibles sur les
lectines de type H. De plus, des expériences deostopie confocale permettraient de tester
le potentiel de cette protéine en tant que margdeucellules cancéreuses et d’évaluer ses
capacités dans la prédiction de cancers a fortgouwetastatique.

Le deuxieme axe de cette thése concerne l'utiisate ces lectines d’invertébrés dans
le développement de nouveaux outils de diagnosticamcérologie. HPA est utilisée depuis
plus de vingt ans comme marqueur d’adénocarcingmesmment du sein, du colon, du
poumon) a fort pouvoir métastatique et donc faipl®nostic vital. J'ai évalué, par
microscopie confocale, le potentiel des discoidimesnme marqueur cancéreux. A la
différence d’HPA, les discoidines ne reconnaisgastun glycoépitope uniqguement présent a
la surface de cellules métastatiques et présedtertt un intérét limité comme marqueur. La
principale différence structurale entre ces ledtise situe au niveau de la longueur et de la
séquence d’'une boucle de spécificité localiséecximité du site de reconnaissance. HPA
présente, entre autres, une insertion de huit sacdenés par rapport aux discoidines.

Toutes les tentatives d’expression ddH®us forme recombinante sont restées vaines
a ce jour, ce qui limite fortement son développenmamme outil de routine en oncologie.
Les discoidines, quant a elles, sont expriméesndriére abondante (20 mg par litre de
culture) dans la bactérie. coli. Une partie trés importante de ce travail de tloesesistait
donc a insérer, par mutagenése, la séquence condespt a cette boucle supplémentaire dans
Discll de maniére a fabriquer des protéines chimépei possederaient le méme site de
reconnaissance qu'HPA et qui seraient aussi faélegprimer que les discoidines. Le but
final était de développer de nouveaux marqueursitg® qui possederaient les mémes

caractéristiques prédictives qu’HPA. Plusieurs migtaont été construits d'apres la
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comparaison des structures cristallographiques wellDet d’'HPA. La résolution de la
structure cristallographique d’'une de ces chimergsermis de contrdler que la boucle de
spécificité insérée semblait orientée de maniemilare a HPA. Ces protéines restent
néanmoins non fonctionnelles. Une protéine hybiodeée du domaine N-terminal de Discll
couplé a HPA a également été construite mais seatitees d’expression daris coli sont
restées vaines. Des études par modélisation maléeplermettraient peut-étre d’identifier les
zones responsables de cette non fonctionnalité’agtled a la conception de nouvelles
chimeres.

La structure du ou des épitopes glycaniques ragshrpar HPA a la surface des
cellules cancéreuses n’est toujours pas clairerdmttifiée a ce jour. Sa détermination
permettrait pourtant d’apporter des réponses swadées biologiques employées par la cellule
durant le processus de formation des métastasedelrdere partie de ce travail de these
consistait donc a tenter d’identifier ces épitofiéanalyse par spectrométrie de masseNies
glycanes, issus de cellules de cancer colorectaiagtatiques ou non, démontre un
enrichissement de certaines structures aprés gatrdfn sur colonne HPA. Ces travaux restent
néanmoins tres préliminaires et des expériencepléonentaires doivent étre réalisées afin
de standardiser les protocoles et valider la méthodes GalNAc terminaux sont
généralement localisés sur d@sglycanes. L'étude de ce type de résidu doit, néaksp
complexité plus importante, également étre envisagé

Le taux de guérison d’un patient atteint de camstrd’autant plus important que le
diagnostic de la maladie a été précoce, d'ou l'irgpe de développer rapidement des
marqueurs spécifiques des cellules a caractérestatitpies comme HPA. De plus, il serait
également envisageable de considérer cette lectneme vecteur de médicaments. Sa
structure a deux domaines similaires permet d’imagla construction d’'un agent spécifique
de cellules métastatiques, sur lequel seraientléesgles molécules capables d’interagir avec
ces cellules et de provoquer leur destruction. Ieégance et le développement de nouveaux

outils sont donc d’un intérét majeur en oncologie.
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Annexe : Analyse, par spectrométrie de

masse, des glycoépitopes reconnus par HPA

Depuis plus de vingt ans, la lectine HPA, extraite'escargot de Bourgogne, est
connue pour sa capacité a reconnaitre spécifiqueremains glycotopes a la surface
d’adénocarcinomes métastatiques (particulieremenkx @u sein, du colon et du poumon),
associés a un trés faible pronostic vital. Cettgile est donc un outil de choix dans le
développement de nouveaux marqueurs histopatholegiq

A ce jour, les molécules reconnues par HPA redtmujburs a identifier. En 2007,
seize glycoprotéines membranaires ont été ideasifieur une lignée de cancer colorectal
fortement métastatique, aprés purification par ctatographie d’affinité sur colonne HPA-
sepharose (Saint-Guirores al. 2007). Il s’agirait d’intégrines, d’annexines, cgokératines,
d’actine et de tubuline et seraient notamment igu@les dans les phénomeénes d’angiogenese,
d’apoptose, de motilité cellulaire et dans la fatiotades métastases.

La partie oligosaccharidigue des glycoconjuguésmeuaes par HPA est également
toujours inconnue a ce jour. Son identification agerpourtant primordiale pour la
compréhension des processus de cancérisationfetrdation des métastases. En 2001, une
des structures reconnues par HPA a été caractépsée la premiere fois, de maniere
relativement imprécise, dans des lignées de cartiersein. Nommée HPA glycan 1 ou
HPAglyl, elle serait formée de quatre unités moodsaridigues neutres et d’'un acide
sialiqgue (Dweket al.2001).

La spectrométrie de masse est devenue une techdmyminte dans I'étude des
glycanes associés aux glycoconjugués et notammenpidtéines, grace a son importante
sensibilité et a sa haute résolution (Harvey 20@®yer and Geyer 2006). Cette nouvelle
discipline est appelée glycoprotéomique. Lors d’ookaboration avec Dr. Bérangére Tissot,
dans le laboratoire du Pr. Anne Dell a I'lmperialll€ge et au cours de deux courtes sessions
a Londres, j'ai tenté d’identifier le ou les magif(glycanique(s) reconnu(s) par HPA sur les
lignées cellulaires de cancers colorectaux métgaesd (lignée SW 620 et HT 29) ou non

(lignée SW 480). L’analyse par spectrométrie desmatesN- et O-glycanes extraits des
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membranes cellulaires avant et aprés purificat@nghromatographie d’affinité sur colonne
HPA-sepharose devait permettre d’identifier, de igr@nplus précise, les glycanes reconnus

par la lectine.

1. Généralités

Dans un spectrométre de masse, les échantillonssgparés en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z), exprimé en Thomson. ($h)la source d’ionisation donne
majoritairement naissance a des ions monochargéspport est équivalent a la masse de la
molécule. Pour une meilleure stabilité des écHans| notamment ceux contenant des
résidus d'acides sialiques, et sensibilité de lapp, les glycanes étudiés sont généralement
perméthylés avant analyse, c'est-a-dire qu'un gnmgmt méthyle vient substituer I'atome
d’hydrogéne des hydroxyles libres du sucre. La odgha été développée par (Ciucanu
1984), puis modifiée par (Ciucanu 2003). Le rappafz moyen de chaque monosaccharide
est repris dans |€ableau 1 Les résidus possédant le méme nombre d’atomesxeaple
Glc, Gal et Man ou GIcNAc et GalNAc) ont donc uppart masse/charge identique. Lors de
I'analyse primaire des spectres, la différenciagatre les résidus de méme poids moléculaire
est impossible et I'attribution des différentesustures oligosaccharidiques est basée sur les
regles connues de biosynthése des glycanes. L&alagpharide peut également étre désigné
selon le nombre de chaque résidu de rapport massgédifférent présent dans I'échantillon.
Ainsi, certains pics seront désignés comme suityHexNAcNeuAG et représentent des
oligosaccharides contenant x hexoses, y hexbisasétylés et z acides neuraminiques. La
différence de masse entre deux ions d’'une méme sérrespond a l'incréement de masse
d’'un monosaccharide Hex, HexNAc ou NeuAc et peraetrenseigner sur la séquence
primaire en monosaccharides de I'’échantillon.

Le glycane le plus abondant dans I'échantillorrestésenté par le pic le plus grand et
présente une intensité relative de 100%. L'inténgles autres pics est déterminée en
comparaison avec ce pic majoritaire. La spectraméte masse n’est pas une méthode
guantitative puisque l'intensité du signal dépemdl'dtat d’'ionisation et de la taille de la
molécule. Il n'est donc pas rigoureusement exactcdeparer l'intensité de deux pics

présents sur le méme spectre. Néanmoins, I'effieationisation de la source MALDI étant
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relativement homogeéne, les intensités relativeshadgue pic sur un méme spectre donnent un

ordre d’'idées de I'abondance de chaque structurs kachantillon.

Symbole Nom (']:_/hz) mg_r;]))er
A Fucose (Fuc) 146 174
O Mannose (Man) 162 204
() Glucose (Glc) 162 204
O Galactose (Gal) 162 204
. N-acétylglucosamine (GIcNAc) 203 245
|:| N-acétylgalactosamine (GalNAc) 203 245
‘ Acide N-acétylneuraminique (NeuAc) 291 361

Tableau 1. Poids moléculaire des principaux résidus glycanique avant et apres

perméthylation.

2. Analyse du milieu de culture

Les trois lignées cellulaires utilisées comme medid tissus cancéreux sont issues de
cancers colorectaux humains. La croissance cekulast généralement réalisée dans un
milieu complet contenant notamment 10% de sérumede foetal. Ce dernier est composé
d’'un mélange de protéines (albumine, anticorps.e)inéraux, de sucres, de lipides, de
facteurs de croissance et substances cytostimalguieactivent les divisions cellulaires. Sa
composition détaillée reste néanmoins a préciseam suivant le fournisseur (Bryaat al.
2010). Certains des composés (protéines et lipgta®)glycosylés et peuvent alors interférer,
lors de l'analyse glycomique, avec les glycanesléssoa partir des glycoprotéines
membranaires.

La Figure 1 représente le spectre degylycanes présents dans le sérum de veau fcetal
déterminé par MALDI. La majorité des pics corresgamt a des structures de type complexe,

tres freguemment rencontrés dans les cellules deébvés (Varki 1999). Les trois pics
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principaux, de rapport m/z équivalent & 2793, 3243603 correspondent a des structures
contenant un noyau pentasaccharidique J@&NAc, duquel s’étendent deux ou trois
antennesN-acétyllactosaminiques terminées ou non par deteadialiques. Le pic avec un
rapport m/z de 3965 correspond a la structure terarée de rapport m/z égal a 3603 sur
laquelle un second acide sialique lié au GlcNA¢adehaine lactosaminique est présent. Cette
structure a été confirmée dans (Moradteal. 2009). Le pic avec un rapport m/z de 3154 et de
formule HexHexNAwNeuAg correspond également probablement a ce type detwsteu

mais avec deux antennes au lieu de trois.

O oo
[ —O0—e oo
m/z = 3154 O . ‘<: oo
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Figure 1. Analyse, par spectrométrie de masse, désglycanes extraits du sérum de

veau foetal commercialisé par Sigma-Aldrich.

Les valeurs entourées en bleu ou encadrées en eb@gevert correspondent respectivement
a des structures de type oligomannosidique, corapéprobablement hybride.
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Des structures de type oligomannosidique sont ggaie visibles sur ce spectre. Les
pics de rapport m/z de 1580, 1988, 2605 et 341fspondent & des structures comportant
respectivement 5, 7, 10 et 14 résidus de mannesepics de rapport m/z égal a 2187 et 2839
correspondent a des structures de formulesHexNAc;NeuAc et HexHexNAoNeuAc,
respectivement, probablement de type hybride.

L’'analyse dedN-glycanes de la fétuine de veau, composant majewédim de veau
foetal, a été réalisé par spectrométrie de masseIMADF (Morelle et al. 2009). Le spectre
est composé de cing pics de rapport m/z équivaker2431, 2792, 3241, 3603 et 3964. Les
intensités relatives des glycanes les uns par ragux autres sont similaires a ce qui est
observé dans la Figure 1. Cependant, aucune steudtutype oligomannosidique et hybride
n'est représentée. Trés faiblement présentes, sflenfondent probablement avec le bruit
de fond. Ces résultats confirment néanmoins I'alllur spectre présenté dans la figure 1.

Les pics précédents dbkglycanes rencontrés dans le sérum de fecetal, ssnt@mposantes
tres minoritaires dedN-glycanes membranaires identifiés a la surface tdais lignées
cancéreuses étudiées. Néanmoins, afin de s’affiratheiious problemes de contamination des
spectres, les cellules ont été entretenues damsilieu ne contenant pas de sérum de veau

foetal.

3. Analyse des N-glycanes des membranes cellulaires

La culture des lignées cellulaires de cancers eotaux SW 480, SW 620 et HT 29 a
été réalisée par Dr Miriam Dwek de l'université \destminster, en I'absence de sérum de
veau foetal. Une description plus compléte de chsdeea été réalisée dans les chapitres 2 et
3.

Apres extraction des protéines membranaires pacaton et centrifugation, leS-
glycanes sont isolés, perméthylés et analysés pactremétrie de masse MALDI.
Préalablement, une partie d’entre eux est direatemerifiée par chromatographie d’affinité
sur colonne HPA-sepharose afin d’'isolerMeglycanes reconnus par cette lectine.

Tous les spectres obtenus, quelque soit la ligefelaire considérée, présentent des
pics correspondant a des structures de type olignaosdique (HexgHexNAc,, de rapport
m/z équivalent a 1784, 1988, 2193, 2397, contenaspectivement 6, 7, 8 et 9 résidus
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mannose). Sont également présents des pics condgsqoa des structures de type hybride
(HexsHexNAGs-sNeuAc) et de type complexe (HekexNAGCs.FUG--NeuAG.s).

3.1. Lignée cellulaire non métastatique SW 480

Avant I'étape de purification par chromatographi@ffthité sur colonne HPA-
sepharose, le nombre deglycanes extraits des glycoprotéines membranaiesta lignée
SW 480 est relativement faiblEBigure 2. A). Les pics les plus abondants correspondent aux
structures hautement mannosylées décrites dansarbgrnaphe précédent. Deux pics de
rapport m/z de 2593,5 et 2839 sont également esiblr le spectre. lls sont respectivement
attribués aux structures suivantes pHXNAcNeuAc et HexHexNAcoNeuAc,
probablement de type hybride.

Apres l'étape de purification, les pics corresparidaux structures hautement
mannosylées restent toujours majoritaifégijre 2. B). La présence de nouveaux pics a des
rapports m/z supérieurs témoignent d’'un enrichissgnde I'échantillon par de nouvelles
structures. Les pics a 2940 et 3144 correspondem¢sadN-glycanes biantennés de type
complexe sur lesquels les chaines plhacétyllactosaminiques s’allongent par ajout de
GIcNAc et Gal successivement. En effet, la difféeede rapport m/z entre 3114 et 2940 est
égale a 204, masse correspondant a un hexoseifigesrdes étapes des voies de biosynthese
laissent présager qu’il s’agit d’un résidu Gal geia lié a un GIcNAc. Ces structures peuvent
également présentées un nombre d’antennes plugtanpoPar exemple, le pic de rapport
m/z égal a 4590 correspond a une structure tegaaéé terminée par quatre résidus d’acides
sialiques. Il est intéressant de noter la préseecticose de cceur lié er2-6 sur le premier
GIcNAc ou de GIcNAc bisecté, lié sur le mannosecdaur, sur les structures présentant un
rapport m/z équivalents a 3564 et 3389 respectimen@ette derniére a également été
déterminée dans la lignée tres fortement métasmtity colon HT 29 par I'équipe du Dr
Michalski (Vercoutter-Edouast al.2008).
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Figure 2. Analyse, par spectrométrie de masse, ded-glycanes extraits des

glycoprotéines membranaires des lignées de cancelarectal non métastatique SW 480
et métastatique SW 620.

Lignée SW 480 avanty() et apresB.) I'étape de purification par chromatographie dizfé

sur colonne HPA-agarose€. etD. Identique a A. et B. avec la lignée SW 620.

Les valeurs au dessus des pics correspondent partapasse/charge du pic. La structure de
I'oligosaccharide correspondant au pic est écritgras et italique. Les carrés bleus, les ronds
verts et jaunes, les triangles rouges et les lesanglets schématisent respectivement les
résidus GIcNAc, Man, Gal, Fuc et NeuAc. Les imagas été realisées sur la plateforme
GlycoWork Bench (Ceroret al.2007).
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3.2. Lalignée métastatique SW 620

Le spectre de I'échantillon SW 620 avant I'étape paeification Figure 2. C)
présente plus de pics que celui obtenu avec laédigBW 480. L'échantillon est donc
globalement plus riche en oligosaccharides queédeduent. Un dosage de Bradford révele
que la concentration en protéines de la lignée SW(6 = 6,62 mg.n) est environ six fois
supérieur & celle déterminée pour la lignée SW (489 1,23 mg.mt). La présence de pics
plus nombreux sur le spectre SW 620 par rapporladi de la lignée SW 480 peut donc
d’expliquer par une quantité de matériel de déphrs importante et ne peut, a ce stade de
I'étude, pas étre imputée a des variations de gigation provoquées par la formation de
métastases.

Les structures glycanniques déterminées dans tedigSW 620 sont sensiblement
équivalentes a celles identifiées dans la lignée 880. Les structures hautement
mannosylées restent toujours tres fortement majoe. Sont également présents tes
glycanes de type complexe bi- et tetraantennésipealement, terminées par des résidus Gal,
GIcNACc et NeuAc. Les pics de rapport m/z égal aO33EB89, 3751 et 4112 correspondent a
des structures possédant un GIcNAc bisecté, toatesuvées par I'équipe du Dr. Michalski
dans la lignée HT 29 (Vercoutter-Edouatt al. 2008). Le détail de chaque structure est
annoteé sur le spectrEigure 2.).

De maniére similaire a la lignée SW 480, un ensishinent des structures est
également observé apres I'étape de purificationr polignée SW 620Kigure 2. D). Deux
nouvelles structures (rapport m/z de 3026 et 3@pparaissent, formées d’oligosaccharides
bi-antennés, comportant probablement des chainksNsacétyllactosaminiques, terminées
par des acides sialiques. La structure de rappdrt égal 3026 présente également un

deuxiéme résidu Fuc.

3.3. Lalignée trés métastatique HT 29

De maniere similaire aux lignées précédentesNigs/canes de la lignée HT 29 ont
également été étudiés. Malheureusement, les speatitenus sont inexploitables. Un défaut
partiel de perméthylation rend I'attribution desstres difficiles puisque les rapports m/z

obtenus ne correspondent a aucune structuid-glgcanes connue. De plus, pour le spectre
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déterminé apres I'étape de purification, le mandeenatériel déforme la ligne de base. Un
probléme est probablement survenu lors de I'étapepdrification. Cette conclusion a

également éteé vérifiee par Dot Blot. Cette techajcimilaire a la révélation par immunoblot,

consiste a déposer une goutte d’échantillon surno@mbrane de nitrocellulose et a révéler
les échantillons d’intérét par des anticorps otiles appropriés. Dans notre cas, 15 ug de
protéines, dosées par la méthode de Bradford, mewcoes dans une goutte de 2 pl sont
déposés sur membrane de nitrocellulose. Apres éatimo compléte du tampon et saturation
de la membrane par une solution de BSA a 5%, lalagen débute par la fixation de la

lectine HPA biotinylée. Puis, le complexe strepdave-peroxydase permettra, apres ajout
d’'un substrat coloré le DAB, d'observer une coliomatsi des glycanes reconnus par HPA
sont présents dans I'échantillon. Cette technigéi aéalisée pour les trois échantillons apres
purification. Une coloration est bien visible pdes échantillons des lignées SW 480 et SW
620 mais la membrane reste blanche pour la lignBe®¥ Or, son marquage détecté par
microscopie confocale prouve qu’elle possede debmenx glycoépitopes reconnus par HPA,

tout comme la lignée SW 620 (Saint-Guiraisal. 2007). Un probleme a donc été rencontré

lors de I'étape de purification.

4. Conclusions

L’analyse des\-glycanes extraits des lignées de cancer color&sak80 et SW 620
démontre que les structures majoritaires sont plestpligomannosidique et complexe, avec,
dans ce dernier cas, une prévalence des struchoBsN-acétyllactosaminiques. Ces
caractéristiques ont également été observées pouaricer du sein chez la souris et/ou
’homme (de Leozt al.2010 ; Itoet al. 1996). La synthese désglycanes semble donc étre
un phénomene impliqué et perturbée dans les prasats transformation tumorale et de
formation des métastases.

HPA, lectine spécifique du GalNAc est, depuis Viags, identifiée comme marqueur
de cancers métastatiques. Or, aprés purificatierNdglycanes des lignées SW 480 et SW
620, seule une structure terminée par un résidiNAalest identifiée. La majorité des
oligosaccharides présentent des Gal, GIcNAc et Metgdnme résidu terminal. Méme si un
large spectre de reconnaissance a été mis en érig@nr cette lectine (Brooks and Leathem
1998 ; Brookset al. 2001 ; Sancheet al. 2006 ; Saint-Guiron®t al. 2007), nous savons
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gu’HPA reconnait uniquement la lignée métastatigMé 620. Ces résultats ont notamment
été présentés dans le chapitre 3. L'enrichissensgmés purification par chromatographie
d’affinité sur colonne HPA-sepharose, de la ligh&¥ 480 ainsi que la détection par Dot Blot
laisse envisager que la purification n’était pewé-@as spécifique.

La majorité des structures isolées dans la lign#e480 est également retrouvé dans
les lignées SW 620 et HT 29 par I'équipe du Dr Miski (Vercoutter-Edouartt al. 2008).
Néanmoins, certaines structures semblent n’étreeptés que dans la lignée SW 620 (par
exemple, celles de rapport m/z égal a 2852, 30260,33751, 4111). La concentration de
glycoprotéines membranaires, six fois supérieures da lignée SW 620 par rapport a la SW
480, expliqgue probablement cette abondance de plogdt qu'un déréglement de
glycosylation provoqué par la formation de métastas

Les résidus GalNAc en position terminale sont ran@nobservés a la surface des
cellules saines. lls composent généralement lestates de coeur de3-glycanes et sont
donc recouverts par d’autres monosaccharides. \Eamege, ils sont bien plus abondants a la
surface de cellules cancéreuses, mais principaleswmrs forme d€®-glycanes, comme par
exemple dans I'antigene Tn (Springer 1984). L'asalgesO-glycanes isolés a la surface des
protéines membranaires des lignées de cancer ctadbeyait également été réalisée mais les

spectres obtenus étaient inexploitables.

5. Perspectives

La purification est une étape cruciale de I'expg@qu’il convient d’optimiser. Dans
notre cas, les purifications ont été réalisées mlment sur une colonne HPA-sepharose
formée a partir d’'une colonne activée par du NHEIsquel a été directement couplé la
lectine (Saint-Guirongt al. 2007). Cette colonne avait déja été utilisée ayazant. De plus,
les trois purifications ont eu lieu de maniere gsstve, sur la méme colonne dans l'ordre
suivant : la lignée SW 480 puis la SW 620 pour teemavec la HT 29. Les résultats
aberrants de DotBlot (purification de glycanes adidnée SW 480 par HPA et absence de
reconnaissance pour la lignée HT 29) ainsi queséabe de signal exploitable pour I'analyse
desN-glycanes de la lignée HT 29 laisse supposer dithiction d’erreurs lors de cette étape.
De plus, cette étape a été réalisée directemeas dprlyse cellulaire. Il serait peut-étre plus

judicieux de réaliser cette purification apresdji de clivage des-glycanes a la PNGase F
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lorsque I'échantillon est déja majoritairement défssé des autres glycanes et de tous les
organites et contaminants cellulaires. Une putificeen batch avec de la résine HPA-agarose
en solution pourrait également étre testée.

Cette étude dds-glycanes des trois lignées cancéreuses du coldrespréliminaire.
Les résultats obtenus soulévent de nombreusesadgédions. Afin de tenter d’approfondir
ces recherches, plusieurs pistes expérimentalegepeétre testées. Tout d'abord, dans cette
étude, afin de ne pas « contaminer » le spectenalyar leN-glycanes du milieu de culture,
les cellules ont été mises en croissance dans lieunmie contenant pas de sérum de veau
foetal. Nous sommes donc en mesure de nous intersagdées conséquences de ce manque
tant sur la croissance cellulaire que sur I'expossges glycanes membranaires. En effet, si
les cellules évoluent dans un milieu pas parfaiténaglaptée, sont-elles capables d’'induire
des modifications dans I'expression de lesglycanes membranaires ? Une étude
rigoureusement similaire avec des cellules culsw&e milieu complet doit étre menée afin de
comparer les résultats et mesurer l'influence d’'peeturbation de milieu de culture des
cellules.

De plus, un effort important doit étre apporté éute de€O-glycanes qui portent
généralement des GalNAc terminaux a la surfaceetigl€s cancéreuses et qui sont donc des

ligands potentiels d’'HPA.
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