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Préambule  
 

Les travaux de thèse ont été réalisés au sein de l’Institut de Biologie Structurale sous la direction de 

Pr. Franck Fieschi. 

Cette thèse a été financée grâce à la région Rhône-Alpes axe ARC1 infectiologie pour une durée de 3 

ans (1er Octobre 2013 - 30 Septembre 2016) et s’inscrit dans le cadre d’un réseau de recherche 

COST-CM1102 Multivalent Glycosystems for nanoscience (http://cost-cm1102.bangor.ac.uk.). 

 

Les travaux effectués au cours de cette thèse ont été menés par mon équipe Membrane and Pathogens 

en collaboration principalement avec les équipes de recherche suivantes : 

-Pr. Anna Bernardi, Università degli Studi di Milano, Milano, Italie 

-Pr. Olivier Renaudet, Département de Chimie Moléculaire, Grenoble, France 

-Dr. Franck Halary, Institut de transplantation et recherche dans la Transplantation Uro-Nephro, 

CHU de Nantes, France 

-Dr. Mohamed Benazza, Institut de Chimie de Picardie, Amiens, France 

 

Les résultats obtenus au cours de cette thèse sont organisés en 5 parties : L’Introduction au cours de 

laquelle le contexte scientifique et les objectifs de thèse sont présentés. Les parties Matériels et 

Méthodes, Résultats et Discussion et Perspectives sont, par la suite, développés dans ce mémoire. 

Les Annexes présenteront l’ensemble du support scientifique complétant ces travaux de thèse. 
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1. L’immunité innée, composante du système immunitaire 
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Le système immunitaire est un système très important dans le corps humain, c'est une barrière contre 

les différents pathogènes qui est constituée de tissus et de cellules qui s'associent pour former cette 

défense. En dépit d’une exposition permanente aux agents infectieux, nous bénéficions d’une 

remarquable résistance aux infections grâce au fonctionnement de ce système immunitaire. Ce 

système immunitaire est divisé en deux grandes parties: le système immunitaire inné (ou naturel), dit 

non spécifique, et le système adaptatif (ou acquis), dit spécifique. 

 

Figure 1.1: Complémentarité du système immunitaire innée et adaptatif 
A) L'immunité innée englobe plusieurs mécanismes de protections non spécifiques incluant des barrières physiques et 
physiologiques. Les cellules (macrophages et neutrophiles) détectent des signaux pathogéniques et relarguent des petites 
molécules (cytokines et chemokines) qui attaquent les pathogènes. Le système adaptatif comprend des cellules spécifiques 
(cellules T et cellules B mémoires) capable de stocker une mémoire immunitaire des invasions pathogéniques, des anticorps 
capable d'éliminer des pathogènes spécifiques et également des cytokines/chemokines intervenant dans le recrutement 
additionnel des cellules immunitaires. Le système du complément comprenant les cellules natural killers (NKs) et les 
cellules dendritiques (DCs) relie et interconnecte le système innée et le système adaptatif [1]. B) Pour un individu normal, 
l'infection est éliminée par le corps humain par la combinaison successive de l'activation de l'immunité innée et adaptative 
(courbe jaune). Pour une personne sans immunité innée, l’infection est non contrôlée (courbe rouge) et l'immunité 
adaptative ne peut être activée. Lorsque le système immunitaire ne possède pas d'immunité adaptative, l'infection est 
contrôlée dans un premier temps mais n'est pas éliminée par le corps humain (courbe verte) [2]. 

 

Le système immunitaire inné constitue notre première ligne de défense contre les agents infectieux 

alors que le système immunitaire adaptatif agit comme une seconde ligne de défense. Ce dernier 

confère également une protection en cas de réexposition au même agent pathogène. Chacun de ces 

volets du système immunitaire comprend des composants cellulaires et humoraux qui assurent les 

fonctions protectrices contre les pathogènes (Figure 1.1A).  
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Bien que ces deux volets de la réponse immunitaire aient des fonctions distinctes, ils sont en fait 

interdépendants et complémentaires (Figure 1.1B). La réponse immunitaire innée est une réponse 

immédiate face à un agent infectieux.  
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L’immunité innée est constituée de barrières anatomiques, de composantes cellulaires et de 

molécules secrétées. 

!"!"!" 8266%56,+0941%./:.9%&%;',+2'<+%(=,.)%/(1+

Les tissus épithéliaux confèrent une barrière physique entre l'intérieur du corps et le monde extérieur 

et constituent une protection contre des agents infectieux, mécaniques ou chimiques. 

Les surfaces épithéliales forment une première barrière physique imperméable à la plupart des agents 

infectieux. 

À plus petite échelle, les cellules épithéliales de l’intestin sont responsables de la production de 

protéines hautement glycosylées, formant une couche fine gélifiée à leur surface. La partie supérieure 

de cette couche est colonisée par les agents pathogènes. La partie inférieure présente un nombre 

d'agents infectieux moins important en rapport avec la production intensive de peptides microbiaux 

[3]. 

La sécrétion de peptides anti-microbiaux (AMPs) par les cellules épithéliales limite par conséquent 

l'invasion des agents pathogènes. Deux exemples de peptides appartenant à la classe des AMPs 

jouent un rôle antibactérien prépondérant : les défensines et la cathélicidine LL37 [4]. 

Les défensines sont des peptides cationiques produits dans plusieurs types de cellules épithéliales [5]. 

Ils ont une action rapide, puissante et un large spectre d’activité antibactérien. Il sont 

particulièrement actif sur Shigella spp, S. aureus, E. coli ou encore Streptococcus pyogenes et 

agalactiae [6]. Ces peptides agissent en déstabilisant les membranes. Leurs charges positives les 

attirent vers les phospholipides chargés négativement, provoquant ainsi la micellisation des lipides. 

Ceci conduit à la formation de pores à travers desquels les composants intracellulaires fuient, 

induisant la mort cellulaire [7].  

Le second groupe d'AMPs est les cathélicidines. En N-terminal de la séquence, un peptide signal 

appelé "proséquence de cathélines" consitue, après clivage du peptide, la fonction anti-microbienne 

du peptide. Une seule cathélicidine a été identifiée chez l'homme, sous l'appellation cathélicidine 

LL37, retrouvée dans de nombreuses cellules immunitaires notamment au niveau de l'épithélium 

respiratoire et digestif [8]. 
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On distingue deux types cellulaires majeurs impliqués de manière active dans le système 

immunitaire : les lymphocytes et les phagocytes. Les lymphocytes sont impliqués dans les 

mécanismes de défense spécifiques tandis que les phagocytes se partagent les défenses innées. 

Toutes les cellules du système immunitaire proviennent de cellules souches hématopoïétiques (Figure 

1.2). Ces cellules souches peuvent se différencier en cellules progénitrices, qui donneront ensuite 

naissance à différents types cellulaires. Ces cellules maturent et migrent dans différents tissus 

lymphoïdes, où elles effectuent leurs fonctions respectives. Les progénitrices lymphoïdes donnent 

naissance aux lymphocytes T (LTs) et B (LBs), aux cellules tueuses (NKs) et aux cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDCs). Les progénitrices myéloïdes sont les précurseurs des 

granulocytes, des macrophages, des cellules dendritiques myéloïdes (mDCs)  et des mastocytes [9]. 

                    

Figure 1.2: Récapitulatif de l'hématopoïèse 
Les cellules sanguines sont produites à partir d'une cellule souche commune totipotente. Grâce à la stimulation de facteurs 
spécifiques, la différenciation des cellules est induite vers des lignées cellulaires : CLP et CMP. Ces lignées cellulaires sont 
également différenciées en progéniteurs. Respectivement, CLP et CMP induient des MEP, GMP et TNK, BCP. La 
différenciation et maturation des différentes lignées cellulaires est rendu possible par l'implication de facteurs de croissance 
de promotion : CSF (stem cell factor), les interleukines (IL); de facteurs de croissance multipotents : GM-CSF 
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(granulocyte-monocytes monocyte colony stimulating factor); de facteurs de croissance restreints permettant la 
différenciation cellulaire: IL3- IL5-IL7-IL15, EPO (erytropoietine), TPO (thrombopoietine), G-CSF (granulocyte monocyte 
colony stimulating factor) et M-CSF (Monocyte colony stimulating factor). Les noms des cellules surlignés en rouge sont 
impliqués dans l'immunité innée. Les noms des cellules surlignés en bleu sont caractéristiques de l'immunité adaptative. 
Figure adaptée à partir de eBioscience.com, 2012. 
 

En fonction de leurs rôles dans l'immunité innée, on distingue des cellules capables de capter et de 

détruire les éléments étrangers (granulocytes, monocytes, macrophages) ou des cellules capables de 

capter et de présenter un antigène (DCs, monocytes et macrophages).  

Voici répertorié ci-dessous les différentes lignées de cellules: 

- Les granulocytes ou cellules polynuclées se divisent en trois lignées distinctes : les neutrophiles, 
les éosinophiles et les basophiles.  
 

- Les neutrophiles sont les plus nombreux dans la circulation sanguine. Ce sont des cellules 
phagocytaires qui jouent un rôle prépondérant dans la défense microbienne et l'inflammation. 
Elles contiennent dans leur cytoplasme des granulations riches en enzymes. Ils possèdent 
également des médiateurs microbicides tels que des espèces réactives de l'oxygène (ROS) [10], 
du monoxyde d'azote [11] ou de l'hypochlorite [12] générées par des complexes enzymatiques 
adaptés : la NADPH oxydase [13], l'hydroperoxidase [14] et la NOsynthase [15]. 

 
- Les éosinophiles possèdent également des granulations de couleur différente, rouge, capable de 

fixer de l'éosine. Le caractère basique des granules confère une composante cytotoxique et pro-
inflammatoire à ces cellules. Ces cellules sont retrouvées dans des tissus où le rôle principal est 
d'avoir une activité antiparasitaire et des réactions d'hypersensibilité [16]. 

 
- Les basophiles élaborent des sécrétions très acides, cytotoxiques et pro inflammatoires.  
 
- Les monocytes circulent dans le sang et adhèrent aux parois vasculaires avant de migrer dans les 

tissus lors de processus d'infection. Le passage trans-endothélial des monocytes donne naissance 
à des macrophages au niveau tissulaire. 

 
- Les macrophages sont des cellules phagocytaires capables de capter efficacement des 

macromolécules pour les détruire.  
 
- Les DCs possèdent un  double rôle en fonction de leur état de maturation. Au stade immature, 

elles sont capables de repérer et d'ingérer des agents infectieux. Arrivées à maturation, elles 
possèdent une capacité importante à capturer l'antigène et à le transporter jusqu’aux organes 
lymphoïdes pour initier les réponses immunitaires adaptées par l'activation de lymphocytes T 
naïfs. 

 
- Les NKs sont capables de reconnaître des cellules tumorales ou infectées par la présentation de 

façon anormale de molécule du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Ces cellules 
peuvent tuer des cellules cibles de manière spontanée, en faisant intervenir les molécules de 
classe 1 du CMH. 

 

À la surface de ces cellules immunitaires innées, il existe de nombreux récepteurs capables de 

détecter des pathogènes, ou des éléments anormaux et d'activer la cellule. Ce procédé est appelé la 

réponse inflammatoire. 

La détection d'un agent étranger induit un mécanisme d'inflammation au niveau du tissu (Figure 1.3). 

Dans le cas d'une infection par une bactérie, des signaux étrangers (motifs moléculaires associés aux 
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pathogènes, PAMPs) exprimés à la surface de l'organisme sont reconnus par des récepteurs PRR 

(Pattern recognition receptors) exprimés à la surface des cellules immunitaires innées. La 

reconnaissance induit la stimulation de médiateurs de l'inflammation comme l'histamine [17] ou les 

cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL1, IL6) [18]. 

 

             

Figure 1.3: Mise en place de la réponse inflammatoire 
A) Les cellules immunitaires innées résidantes des tissus sont les mastocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. 
Les cellules de l’immunité qui patrouillent dans l’organisme via le sang sont les neutrophiles, les éosinophiles, les 
basophiles, les monocytes, les cellules NKs et les lymphocytes T et B. B) Lors d’une infection, la présence de pathogène est 
détectée par ces cellules via leurs PRRs, récepteurs reconnaissant les PAMPs, motifs particuliers aux agents infectieux. Les 
cellules immunitaires ainsi activées libèrent des médiateurs de l’inflammation dans le milieu extracellulaire, dont les effets 
combinés vont permettre le recrutement de cellules circulantes, l’élimination du pathogène et la réparation de la lésion. 
Extrait du site http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/immunite-et-vaccination/immunite-innee-barrieres-naturelles-et-

reaction-inflammatoire/les-mediateurs-de-l2019inflammation. 
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Le système immunitaire inné est utilisé comme une réponse de défense initiale contre les agents 

étrangers et dangereux. La particularité de ce système innée est que l'ensemble des lignées cellulaires 

arbore des récepteurs capables de détecter des motifs exprimés par l'ensemble des microbes ou des 

conséquences d'infections biologiques. Le système immunitaire inné utilise trois stratégies de 

reconnaissance chez les vertébrés, définies par la reconnaissance du non-soi bactérien, du soi absent, 

du soi altéré ou induit [19]. La base de la reconnaissance du non-soi bactérien réside dans la capacité 

de l'hôte à reconnaître des molécules microbiennes conservées au cours de l'évolution appelées des 
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PAMPs (Figure 1.4A). Ces structures moléculaires qui sont produites spécifiquement par les micro-

organismes sont souvent des molécules de surface (lipopolysaccharides, flagelline, zymosan, CpG 

ADN non-méthylé [20]. Cette stratégie permet de discriminer le non-soi infecté du soi non-infecté. 

La seconde stratégie, reconnaissant le soi-absent, est basée sur la détection des marqueurs du soi 

exprimés constitutivement sur les cellules saines de l'hôte et absents des microorganismes. Cette 

reconnaissance est couplée avec diverses voies inhibitrices qui bloquent l'initiation de la réponse 

immunitaire. L'expression constitutive des molécules du CMH de classe I empêche la lyse des 

cellules par les NKs. 

La dernière stratégie mentionnée est basée sur la détection de marqueurs anormaux du soi, induits 

après infection ou transformation cellulaire. Ces marqueurs, appelés les DAMPs (Damage-associated 

molecular pattern molecule ou danger-associated molecular pattern molecules), sont exprimés sur les 

cellules infectées (Figure 1.4B) et résultent de signaux provenant de la mort cellulaire, de blessures 

ou de cellules tumorales [21]. 

 

Figure 1.4: Exemples de signaux PAMPs (A) et DAMPs (B) par les récepteurs PRRs 
A) La reconnaissance de LPS (lipopolysaccharides), dérivés de lipopeptides ou flagelline par différent PRRs provoque le 
recrutement de facteurs TRAP et MyD88. Le complexe formé stimule les facteurs NK-κΒ (nuclear factor-kappaB) résultant 
de la sécrétion des cytokines inflammatoires. B) DAMPs ou ligands endogènes libérés par la cellule mourante sont 
reconnus par les PRRs. La reconnaissance des ligands induit des maladies auto-immunes ou inflammatoires [21].  
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Les PRRs sont classifiés selon leur localisation. La première famille, regroupe les PRRs 

membranaires localisés à la surface cellulaire ou à la membrane des endosomes ; elle englobe les 

TLRs et les CLRs (Figure 1.5).  

 

Les TLRs (toll-like receptor) sont des récepteurs transmembranaires possédant un domaine 

extracellulaire capable de détecter les agents pathogènes. TLR1, 2, 4 et 6 reconnaissent 

préférentiellement des lipides bactériens ; TL3, 7 et 8 reconnaissent l'ARN viral ; TLR9 reconnaît 
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l'ADN bactérien. Les deux derniers TLRs, TLR5 et TLR10 identifient les protéines bactériennes ou 

parasitaires. La détection du pathogène par ces récepteurs induit une activation au niveau 

intracellulaire conduisant à l'activation de plusieurs voies de signalisation telle que la voie NF-κB, 

qui stimule la production de molécules co-stimulatrices et cytokines permettant de répondre à une 

attaque microbienne ou à l'inflammation.  

Les CLRs (C-type lectin receptors) sont des récepteurs transmembranaires contenant un ou 

plusieurs CTLDs (C-type lectin-like domains). Ces récepteurs sont capables de reconnaître des 

oligosaccharides et d'induire des cascades de signalisations intracellulaires modulant ainsi la réponse 

immunitaire. Leurs caractéristiques et fonctions sont détaillées dans la partie 2.5. 

 

La seconde famille regroupe les PRRs cytoplasmiques ; elle englobe les NLRs et les RLRs. Les 

NLRs (nucleotide oligomerization domain like receptors) sont des récepteurs impliqués dans la 

régulation de l'inflammation et de l'apoptose. Ils incluent les NODs (nucleotide oligomerization 

domain) [22] et les NALPs [23] capables de reconnaître respectivement les motifs peptidoglycanes 

bactériens et les pathogènes microbiens.  

 

Les RLRs (Retinoic acid-inducible gene I like receptors) sont des hélicases à ARN qui activent la 

signalisation anti-virale. RIG-1 (Retinoic acid-inducible gene I) [24] et MDA5 (melanoma 

differentiation-associated gene 5) [25] participent à la reconnaissance de l'ARN viral. 

 

Une troisième famille appartenant aux PRRs sécrétés par la cellule est capable de lier directement les 

micro-organismes. Quelques exemples de ces protéines sont des CLRs solubles : les collectines [26], 

les ficolines [26], les pentraxines [27], les PGRs (peptidoglycan recognition proteins) et les LRRs 

(Leucine-rich repeat receptor). 
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Figure 1.5: Localisation des différentes classes de PRRs dans le système immunitaire innée 
Les membres des TLRs sont retrouvés à la surface membranaire (TLR1, 2,4, 5, 6, 10) et à la surface des endosomes (TLR3, 
7, 8 et 9). Les lectines de type-C, récepteurs membranaires, sont répertoriés en deux catégories type I et II. Les PRRs 
cytoplasmiques sont définis par les récepteurs NLRs (nucleotide-binding domain (NODs) and leucin-rich repeat (LRRs) 
containing receptors) et les RLRs (retinoic acid-inductible gene I (RIG-I)-like receptors). Les différents types de motifs et 
domaines modulant les PRRs sont aussi représentés : AIM2 = absent in melanoma 2 ; CLEC-1 = C-type lectin receptor 1 ; 
DAI = DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors ; cysteine-rich repeat (S-S) ; FN= fibronectin type II 
repeat ; CRD= carbohydrate recognition domains ; DCIR = dendritic cell immunoreceptor ; DC-SIGN = dendritic-cell 
specific ICAM-3 grabbing non-integrin ; DEC-205 = dendritic cell receptor for endocytosis 205 ; DLEC = dendritic cell 
lectin ; IPAF = ice protease-activating factor ; ITAM = immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; ITIM = 
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif ; LGP2 = laboratory of genetics and physiology 2 ; MDA5 = melanoma 
differentiation-associated gene 5 ; MMR = macrophage mannose receptor; NLRP1/3 = nucleotide-binding oligomerization 
domain, leucine-rich repeat and pyrin domain containing 1/3 ; PKR = double-stranded RNA activated protein kinase ; PYD 
= Pyrin domains; TIR = Toll/interleukin-1 receptor homology domain ; CARD=caspase recruitment domain [28].  
 

Les différents PRRs sont rattachés à différentes cellules immunitaires (Tableau 1.1) et sont capables 

de reconnaître des ligands exogènes ou PAMPs provenant de bactéries, virus, parasites, levures, de 

ligands endogènes mais également de ligands synthétiques à visées thérapeutiques. Voici présentée 

ci-dessous une liste non exhaustive de différents ligands reconnus par les PRRs. 
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PRRs  Noms Expressions 
Ligands exogènes 

PAMPs  
(Origine du ligand) 

Ligands 
endogènes 
DAMPs 

Ligands 
synthétiques 

 

Collectines 
sé

cr
ét

és
 

MBL Serum 

motifs terminaux de 
type mannose 

(bactéries, virus, levure, 
parasites) 

  

pentraxines 

CRP Serum 

phosphocholine 
(surface de 

Streptococccus. 

pneumoniae) 
 

snRNP 

 

ox LDL 
cellules en 
apoptose 

 

SAP Serum 

phosphoethanolamine 
LPS 

heparine 
(Streptococccus 

pyogenes, 

Neisseria meningitidis) 

 

cellules en 
apoptose 

fibrilles 
amyéloides 

 

 

 

récepteurs 
scavengers 

ex
tr

ac
el

lu
la

ir
e SR-A 

macrophages 
DCs 

LPS 
LPA 

(microbes) 
 

ox LDL 
 

AcLDL 
 

amyloidβ 

 

MARC
O 

macrophages 
DCs 

LPS 
UGRP1 

 
Ac LDL 

 

SRCL-1 
macrophages 

DCs 
bactéries levures ox LDL  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TLRs 

ex
tr

ac
el

lu
la

ir
e 

TLR1 Ubiquitaire 
triacyl lipopeptide 

(bactérie, 
mycobactéries) 

lipoproteines 
Pam3CSK4 

pam3cys 

TLR2 

cellules 
myéloïdes,  

NKs, 
cellules T αβ et 

γδ 

peptidoglycaneS 
(bactérie gram positive) 

 
porines 

(Neisseria 

meningitidis) 
 

Lipoarabinomannane 
(mycobacteria) 

 
phospholipomannane 
(Candida albicans) 

 
diacyl lipopetides 

(mycoplasma) 
 

zymosan 
(Saccharomyces 

cerevisae) 

Hsps 
 

acide 
hyaluronique 

 
heparan sulfate 

 
HMGB1 

 
lipoprotein 

OPN-305 anticorps 
(antagonistes, phase 

I-II) 
 

OPN-401 peptide 
dérivé viral 

(antagonistes, essais 
précliniques) 

 
 

SMP-105 
mycobacteria 
hautement pur 

(essai préclinique 
(agonistes) 

 
OM-174 

(agonistes) 
Dérivée lipid-A 

(essai préclinique 
suspendu) 
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PRRs  Noms Expressions 
Ligands exogènes 

PAMPs  
(Origine du ligand) 

Ligands 
endogènes 
DAMPs 

Ligands 
synthétiques 

pam3cys 
 

MALP2 

TLR4 

mastocytes 
macrophages 
neutrophiles 

 
cellules T γδ 

cellules 
épithéliales 

LPS 
(bactérie gram 

négative) 
 

protéine de fusions 
(RSV) 

 
protéines de 
l'enveloppe 

(MMTV) 
 

Hsp70, 60 
(C. albicans) 

 
mannane 

(C. albicans) 
 

glyco-
inositolphosphate 

(Trypanosoma spp.) 
 

taxol 
(plante) 

HSP60, 
HSP 70, HSP16, 

 
gp96 

cathelicidines 
 

Fibronectine 
(domaine A) 

 
fragments 
d'acides 

hyaluroniques 
 

fragments 
d'héparane 

sulfate 
 

fibrinogène 
 

HMGB1 
 

oxLDL 
 

amyloidβ 

OM-174 
(agonistes) 

Dérivée lipid-A 
(essai préclinique 

suspendu 
 

Eritoran (E5564) 
(antagonistes) 

synthétique lipo-
disaccharide 

(phase III, 
suspendue) 

 
 

Ibudilast (AV411) 
antagonistes 

petite molécule 
(Phase II) 

 
NI0101 

(antagonistes) 
anticorps 
(Phase I) 

 
 

TAK-242 
(antagonistes) 

petite molécule 
(Phase III, 
suspendu) 

 
monophosphoryllipi

d A MPL 
(agonistes) 

 

TLR5 

cellules 
épithéliales 

NKs 
Monocytes 

DCs 

flagellin 
(bactéries) 

lipoprotein- - 

TLR6 

cellules 
myéloides 

cellules masts 
cellules B 

diacyl lipopetides 
(mycoplasma) 

 
zymonan 

(Saccharomyces 

cerevisae) 

lipoprotein 
 

ox LDL 
 

β-Amyloide 
 

veriscan 

MALP2 

TLR10 
DCs 

cellules B 
- -  

in
tr

a-
ce

ll
ul

ai
re

 

TLR3 DCs, NKs 
dsARN 
(virus) 

mARN 
polyl:C 

 
polyU 

TLR7 
DCs 

cellules B 
ssARN 
(virus) 

ARN 
imidazoquinoline 

imiquimod 
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PRRs  Noms Expressions 
Ligands exogènes 

PAMPs  
(Origine du ligand) 

Ligands 
endogènes 
DAMPs 

Ligands 
synthétiques 

eosinophiles  R-848 
loxoribine 
S-27609 

TLR8 

NKs 
cellules B 
cellules 

myéloides 

séquence riche GU 
ssARN 
(virus) 

 
ARN 

(bactéries) 

ADN 

imidazoquinolines 
analogues de 
guanosines 
imiquimod 

R-848 
 

TLR9 

DCs, 
celulles B 

cellules des 
amygdales 

dsADN 
(virus) 

CpG ADN 
(virus) 

Hemozoin 
(plasmodium) 

HSPs, ADN 
CpG-ODNs 

 
 

       

 
 
 
 
 
 
 

NLRs 

in
tr

ac
el

lu
la

ir
e 

NOD1 
(CARD

4) 

Lymphocytes 
macrophages 

DCs 
cellules 

épithéliales 

D-glutamyl meso 
diaminopimelic acid 
(iE-DAP) (Bacillius 

subtilis, Listeria 

monocytogenes 
Pseudomonas 

aeruginosa) 

-  

NOD2 
(CARD

15) 
NLRC2 

lymphocytes 
macrophages 

DCs 
cellules 

épithéliales 

muramyl di et tri 
peptide (MDP) 
(Mycobacterium 

tubercolosis, 
Streptococcus 

pneumonia) 
 

-  

NLRP1 
(NALP1

) 

Lymphocytes 
macrophages 

DCs 
cellules 

épithéliales 

MPD 
(Bacillus anthracis) 

-  

NLRP3 
(NALP3 
COAS1) 

DCs 
macrophages 

cellules 
épithéliales 

ARN 
(Staphilococcus 

aureus) 
virus 

(Adenovirus 
influenza virus) 
champignons 

acide urique 
calcium 

pyrophosphadeh
ydrate 

extracellulaire 
ATP 

peptide β 
amyloides 

hyaluronane 
β glucanes 

ROS 

poly IC 
 

R837 
 

R848 
molécule anti-virale 

 
nigericine 

maitotoxine 
toxines 

 

NLRC4 
(IPAF 

CLAN) 

Lymphocytes 
macrophages 

DCs 
cellules 

épithéliales 

Flagellin 
(Pseudomonas 

aeruginosa, Legionella 

pneumophila) 

  

 
 

RLRs 

in
tr

ac
el

lu
la

ir
e 

RIG-1 

cellules 
myéloides 

cellules 
épithéliales 

DCs 
Macrophages 

ARN 
(Influenza A  

Ebola  
hepatite C) 

 poly IC 
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PRRs  Noms Expressions 
Ligands exogènes 

PAMPs  
(Origine du ligand) 

Ligands 
endogènes 
DAMPs 

Ligands 
synthétiques 

MDA5 

cellules 
myéloides 

cellules 
épithéliales 

DCs 
Macrophages 

ARN 
(mengovirus, 
tpoliovirus) 

 poly IC 

Tableau 1.1: Exemples de motifs PAMPs, DAMPs et ligands synthétiques reconnus par les PRRs 
Les informations proviennent des publications [29][30][31][32][27]. 
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Les lectines de type-C ont été les premières lectines animales découvertes [33]. En 1988, Drickamer 

et al suggère la classification des différentes lectines animales en plusieurs catégories et notamment 

par leur capacité à interagir avec les oligosaccharides grâce à un ion calcium (Ca2+) [34]. Depuis la 

superfamille des lectines-like de type-C (CTLDs) n'a fait qu'augmenter et inclue plus d'une centaine 

de membres. 

En 1993, Drickamer a classifié 7 catégories de CLRs à partir de leur domaine architectural [35]. 

Actuellement, plus de 17 catégories ont été décrites dans la littérature pour les CTLDs des vertébrés 

[36]. La Figure 1.6 résume la plupart des groupes CTLDs en fonction de leur structure et de leur 

fonctionnalité. 

                                  

Figure 1.6: Architecture de protéines contenant des CTLDs 
Les différents groupes sont identifiés au dessus de chaque récepteurs : Groupe I: Proteoglycans, groupe II: Receptor type 2, 
groupe 3: Collectins, groupe IV: Selectins, groupe V: NK cell Recepteurs, groupe VI: mannose receptor family, groupe VII: 
free CTLDs, groupe VIII: simple type 1 recepors, groupe IX: tetranectin family, groupe X: Polycystin Family, groupe XI: 
Attractin family, groupe XII: CTLD with acidic neck, groupe XIII: IDD, groupe XIV: Endosialin family, groupe XV: 
CL18A, groupe XVI: Proteoglycans, groupe XVII (non montré): protéoglycans. Les lectines de type-C sont inclus dans le 
groupe 2. Extrait de http://www.imperial.ac.uk/research/animallectins/ctld/mammals/domain.html.  
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Parmi les CLRs possédant un site de fixation des sucres (CRD) dépendant du Ca2+, 5 groupes ont été 

répertoriés définis par les similarités de séquences des CRDs. Des données structurales sont 

disponibles pour chacun de ces groupes, à l'exception des lectines Dectin-1 et Layilin [37]. Les 

similarités des CRDs des lectines sont représentées dans la Figure 1.7. 

 

 

Figure 1.7: Filiations et homologies de structures des CLRs 
Les lectines dans l'encadré jaune possèdent le domaine conservé du site actif Ca2+ dépendant, tandis que les lectines dans 
l'encadré bleu semblent interagir avec des oligosaccharides par une voie non conventionnelle. La couleur utilisée pour le 
nom des lectines dépend des données structurales existantes : en vert, une structure avec un ligand, en rouge une structure 
sans ligand et en noir pas de structure élucidée [37].  

 

L’ensemble des lectines répertoriés avec plus ou moins des homologies structurales de CRDs, 

possède des capacités de reconnaissance pour des motifs glycosidiques spécifiques provenant de 

ligands endogènes ou exogènes. La reconnaissance de pathogènes par les CLRs induit son 

internalisation, sa dégradation et sa présentation au système immunitaire sous la forme d'antigène. 

Leurs propriétés de reconnaissance de ligand et l’activation des cascades de signalisations induites 

sont décrites dans le Tableau 1.2. 
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Tableau 1.2: Exemples de localisations, ligands et voies de signalisations des CLRs 
Les noms des lectines entre parenthèses sont des noms alternatifs. CLEC (C-type lectin domain family member) YxxL avec 
x correspond à  un acide aminée au choix. BCG (Mycobacterium bovis bacillus Calmette–Guérin), BCL‐10 (B cell 
lymphoma 10), BDCA3 (blood DC antigen 3 protein), CARD9 (caspase‐recruitment domain family member 9), (DC) 
dendritic cell, DC‐SIGN (DC‐specific ICAM3‐grabbing non‐integrin), Dectin (DC‐associated C‐type lectin); ERK 
(extracellular signal‐regulated kinase), GalNAc (N‐acetylgalactosamine), GlcNAc (β1,6‐N‐acetylglucosamine), ND (not 
determined), IL (interleukin), ITIM (immunoreceptor tyrosine‐based inhibitory motif), LARG (leukaemia‐associated Rho 
guanine nucleotide exchange factor), LAT (linker for activation of T cells), LSP1 (leukocyte‐specific protein 1), LTB4 
(leukotriene B4), MALT1(mucosa‐associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1), MICL (C‐type lectin‐like 
receptor), NIK (nuclear factor‐κB‐inducing kinase), PAK (p21‐activated kinase), PAMPs (pathogen‐associated molecular 

 Expressions 

PAMPs avec 

motifs 

glycosidiques 

Ligands exogènes 
motifs intra 

cellulaires 

protéines 

impliquées dans la 

cascade 

signalisation 

Groupe II  (asialoglycoprotein receptor family) 

DC-SIGN 
(CD209) 

DCs myéloides 

High mannose, 
glucose, fucose 
(LeX, LeY, LeA, 

LeB) 

Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium leprae, BCG, 

Lactobacilli spp, Helicobacter pylori 
HIV-1, dengue virus, SARS 

coronavirus and filovirus 
Candida albicans 
Leishmania spp. 

Ixodes scapularis 
     Schistosoma mansoni  

- 
LSP1, LARG, RhoA, 
Ras proteins, RAF1, 
Src kinases et PAKs 

Langerin 
(CLEC4K, 

CD207) 

Cellules de Langerhans et 
DCs dermal  

High mannose, 
fucose (LeY, LeB) 

et GlcNAc 

M. leprae 
HIV-1 

Domaine riche 
en proline 

ND 

MGL 
(CLEC10A, 

CD301) 

 DCs myéloïdes et 
macrophages 

 GalNAc 
terminaux 

(antigène Tn) 

S. mansoni 

Filovirus 
- ND 

CLEC5A 
(MDL1) 

Monocytes et 
macrophages 

ND  virus de la Dengue 
DAP10 
DAP12 

ND 

Groupe V  sous-famille Dectin 1 

Dectin 1 
(CLEC7A) 

DCs myéloides, 
monocytes, macrophages 

et cellules B  
β-1,3-glucan 

M. tuberculosis and Mycobacterium 

abscessus 

C. albicans, Aspergillus fumigatus, 

Pneumocystis carinii, Penicillium 

marneffei, Coccidioides posadasii  

Histoplasma capsulatum 

YxxL 

SYK, PLCγ2, 
CARD9, BCL-10, 
MALT1, NIK et 

RAF1 

MICL 
(CLEC12A, 

DCAL2) 

DCs myéloides,   
monocytes, macrophages 

et neutrophiles 
ND ND motif ITIM SHP1, SHP2 et ERK 

CLEC2 
(CLEC1B) 

Plaquettes ND 
HIV-1 

 
YxxL 

SYK, LAT, RAC1 
and PLCγ2 

DNGR1 
(CLEC9A) 

BDCA3+ DCs, monocytes 
and  cellules B 

ND ND YxxL SYK 

CLEC12B Macrophages ND ND motif ITIM  SHP1 et SHP2 

Groupe II  sous-famille DCIR 

Dectin 2 
(CLEC6A) 

DCs myéloides, pDCs, 
monocytes, macrophages, 
cellules B et neutrophiles 

High mannose 

M. tuberculosis 
C. albicans, Trichophyton rubrum, A. 

fumigatus, Microsporum audouinii and 

Paracoccoides brasiliensis 
Dermatophagoides pteronyssinus 

allergènes 

FcRγ Src kinases et SYK 

BDCA2 
(CLEC4C, 

CD303) 

pDCs, monocytes, 
macrophages et 

neutrophils 
ND ND FcRγ 

SYK, BTK, BLNK et 
PLCγ2 

Mincle 
(CLEC4E) 

Myeloid DCs, monocytes 
et macrophages 

α-mannose Malassezia spp. FcRγ SYK et CARD9 

DCIR (CLEC4A) 
 DCs myéloides, pDCs, 

monocytes, macrophages, 
cellules  B et  neutrophiles 

ND HIV-1 ITIM motif SHP1 et SHP2 
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pattern), PLCγ2 (phospholipase Cγ2), RHo (Ras homologue), SARS (severe acute respiratory syndrome), SHP 
(SH2‐domain‐containing protein tyrosine phosphatase), SYK (spleen tyrosine kinase) [38]. 
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Le domaine CRD des lectines de type-C a une structure globulaire compacte. D'après Zelensky et al 

[36], il est évident que toutes les lectines ayant un CRD de type-C n' interagissent pas uniquement 

par voie Ca2+ dépendant, avec des motifs glycosidiques.  

Malgré cette définition, le terme CRD décrivant l'interaction de sucre avec les lectines de type-C est 

couramment utilisée dans la littérature.  

Ce type de domaine possède une structure en "double-loop". Les extrémités N et C terminales sont 

des brins de feuillets β, respectivement β1 et β5, antiparallèles. Une longue boucle entre dans le cœur 

protéique et sort à la même localisation. La suite de la chaine est composée d’hélices α (α1 et α2) et 

de feuillets β (β2, β3 et β4).  

Quatre cystéines C1 à C4 forment des ponts disulfures, motifs très conservés pour l'ensemble des 

CRDs. C1 et C4 relient β5 à α1, C2 et C3 relient β3 à β5 permettant le bon repliement et la stabilité 

des lectines (Figure 1.8). En supplément, un autre motif WIGL apparaît comme une séquence 

hautement conservée. Ce motif, retrouvé sur le feuillet β2, contribue à stabiliser le cœur protéique. 

 

Figure 1.8: Structures secondaires des CRDs 
La longue boucle (L1 à L4) est représentée en bleu. Les hélices α et les feuillets β sont en brun. Les ponts disulfures 1, 2 et 
3 représentent le pontage des cystéines C1-C4, C2-C3 et C0-C0' (bâtonnets orange). Le pont disulfure C0 et C0' (pontage 3) 
caractérise la classe de CRDs à longue forme. Extrait de www.imperial.ac.uk/research/animallectins/ctld/disulfides.html 
[36]. 
 

Plusieurs variantes de structures caractérisent différentes formes de CTLDs. La première catégorie 

est rattachée à la forme canonique ou compacte des CTLDs. En effet, la longue boucle impliquée 

dans l'interaction avec les oligosacharides via le Ca2+ correspond à la forme canonique. Elle peut être 
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responsable de la dimérisation de quelques CTLDs appelé "domain-swapping dimer". A l'inverse, les 

CTLDs avec une boucle courte correspondent à des CTLDs de forme compacte.  

Une seconde caractérisation du repliement, localisée à l'extrémité N terminale, peut dénommer deux 

types de CTLDs: la forme longue ou la forme courte. La première forme confère à l'extrémité N 

terminale une forme d'épingle à cheveux maintenue par un pont disulfure C0-C0' (Figure 1.8). La 

forme courte ne possède pas ce type de structure [36]. 

 

La conservation des CRDs de type canonique est clairement mise en évidence par des alignements de 

séquences (Figure 1.9) où des pourcentages de similarités peuvent varier de 27% jusqu'à 86% pour 

DC-SIGN et DC-SIGNR. La superposition des CRDs (Figure 1.9A) révèle des zones très conservées 

et des zones flexibles. Les zones flexibles sont notamment les domaines de reconnaissances des 

sucres expliqués par la spécificité de reconnaissance de ligands pour chacune des lectines [39].  

 

Figure 1.9: Similarités de séquences et de structures des CRDs de CLRs 
A) Structures prédites des CRDs. Lorsque le RMSD (root-mean-square deviation) est proche de 0 Å, les régions se 
superposent et sont colorées en bleu. Les régions plus flexibles avec un RMSD plus grand sont symbolisées en rouge. Les 
ions calciums sont représentés par des sphères vertes. B) CRD de DC-SIGN (PDB: 2XR6). Les différentes structures 
secondaires sont représentées: les hélices α (rouge), les feuillets β (jaune) et les boucles (bleu) [39].  

>">">"!"!" +I/3,+3J%(),62.)%/(+3'+7%B2(3+12..926%3%;',+2D,.+7,1+7,.)%(,1+

Il existe de un à quatre sites Ca2+ dans la structure CTLD, identifiés sur la Figure 1.9A. Les sites 1, 2 

et 3 sont localisés dans la partie supérieure de la structure, tandis que, le site 4 est situé dans la partie 

inférieure ; ce quatrième Ca2+ est impliqué dans la formation d'un pont salin entre l'hélice α2 et le 

feuillet β1/β5. Ces ions jouent un rôle structural important en stabilisant le repliement des CTLDs 

[36]. Leur absence augmente la probabilité de protéolyse et change les propriétés physiques 

intrinsèques des CTLDs [36]. 
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Le Ca2+ présent au niveau du site 2 permet l'interaction des ligands avec les lectines de type-C par la 

coordination des carbonyles des chaines latérales de certains motifs, inclus dans la séquence CTLDs 

et les groupements hydroxyles des sucres. 

 

Figure 1.10: Interaction d'un monosaccharide au niveau du site Ca2+   
A) Schématisation du complexe métallique formé avec le Ca2+ et un monosaccharide. La sphère grise symbolise l'ion Ca2+. 
Les cercles et les ovales correspondent respectivement aux hydroxyles du monosaccharide et aux hydroxyles des chaines 
latérales des acides aminés. Les liens de coordination sont représentés en lignes discontinues. B) Interaction du mannose 
avec le CRD de la MBP-A (pdb : 2MSB), lectine à mannose. Glu185, Pro186 et l'Asn187 (motif EPN), interagissent avec le 
Ca2+ du site actif de la MBP-A [41] [36]. 
 

Le motif EPN (composé des Glu185, Pro186 et Asn187 pour la MBP-A (Figure 1.10B) est retrouvé 

au niveau de la longue boucle supérieure et contient deux résidus Glu et Asn avec des chaines 

latérales carbonyles séparées par une proline en conformation cis. Ces chaines forment deux liaisons 

de coordinations avec le Ca2+ permettant l’interaction avec les sucres. Ce motif se retrouve dans les 

lectines reconnaissant les monosaccharides de type mannose et fucose retrouvé dans la séquence des 

lectines LSECtin, DC-SIGN, DC-SIGNR, Dectin-2 et mincle (Figure 1.11). 

Ce motif EPN peut être remplacé par un motif QPD possédant également une proline centrale en 

position cis. Les lectines avec ce motif sont capables de reconnaître les monosaccharides de type 

galactose (Gal) ou N-acetylgalactosamine (GalNAc). Nous pouvons citer, par exemple la MGL, 

SRCL, ASGPR (Figure 1.11). 

Des travaux ont mis évidence que la conversion de la séquence EPN en QPD est suffisante pour le 

passage d'une lectine-mannose à une lectine-galactose [41]. Des variantes de ce motif sont retrouvées 

chez certaines lectines comme DCIR où Asn est substitué par Ser [42].  
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Figure 1.11: Alignement de séquences des domaines CRDs des CLRs  
Les acides aminés encadrés en bleu correspondent aux motifs EPN, EPS ou QPD. Les encadrés en rouge et vert 
correspondent à des séquences conservées. Alignement à partir du logiciel Clustal Omega. 
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Nombreuses de ces lectines de type-C sont exprimées à la surface de cellules présentatrices 

d'antigènes (APCs). Ces cellules via les récepteurs sont capables d'internaliser l'antigène et d'activer 

le système immunitaire par la production de lymphocytes T (LTs). Les DCs sont les représentantes 

majeures de cette classe de cellules mais d’autres cellules ont également ces fonctions (les 

monocytes, les macrophages et les lymphocytes B).  

!"K"!" ++++M(+02(,7+3,+HG1+

Une particularité des DCs est qu’elles sont capables d'activer à la fois les LTs naïfs et les LTs 

mémoires. La production de ces cellules constitue l'initiation de l'immunité acquise. Cette frontière 

entre l'immunité innée et acquise est retrouvée au sein même de la cellule dendritique. Différents 

sous-ensembles de cette population sont habilités à reconnaître des pathogènes, vaccins et molécules 

du soi. En fonction de cette reconnaissance, elles sont capables de moduler en terme d'intensité et de 

spécificité la réponse immunitaire. 

Il existe plusieurs sous-types de DCs, provenant de différentes origines hématopoïétiques (voir partie 

1.1.2), définis à partir de leur phénotype et de leur localisation. En l'absence d'inflammation, 

l'ensemble de DCs est divisé en pDCs et DCs myéloïdes (mDCs). D'autres sous-types de populations 

sont retrouvés selon leur localisation. Les cellules de Langerhans (LCs), présentes dans l'épiderme, 

forment une lignée cellulaire distincte [43]. Les cellules interstitielles (iDCs) sont présentes dans le 

derme des tissus muqueux [44]. 
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Figure 1.12: Les sous-ensembles de DCs humaines [44] 
 

Les mDCs sont des cellules très actives dans l'internalisation de pathogènes et la présentation 

d'antigènes. Les différentes réponses inflammatoires sont mentionnées dans la Figure 1.12. [45]. En 

revanche, dans le sang, les pDCs sont recrutées au niveau des sites infectieux et produisent fortement 

des interférons de type I. Par exemple, le virus de l'hépatite C stimule la production de IFN-λ. [46]. 
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Après avoir répertorié les différentes classes de DCs, il est important de considérer que les APCs 

constituent une ligne de défense pour éliminer les pathogènes et activer dans un second temps le 

système immunitaire adaptatif.  

La maturation des DCs est le résumé de changements phénotypiques et fonctionnels induits par les 

stimulus immunitaires (antigènes, cytokines, ect...). La maturation est caractérisée par une diminution 

du processus de capture d’antigène, acidification du compartiment lysosomal, une plus forte 

expression de molécules MHC II, une augmentation de molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 et 

une synthèse accrue de cytokines inflammatoires (Figure 1.13A) [47].  

D'un point de vue phénotypique, l'apparition de dendrites est observée (Figure 1.13B). De plus, la 

nature de l'antigène ainsi que le type de cytokines exposé par les DCs pendant la phase de maturation 

influencent sur la différenciation des cellules T en divers sous-types, appelés T helper type 1 or 2 

(Th1 or Th2), T helper 17 (Th17), ou cellules régulatrices (Treg) modulant ainsi la future réponse 

immunitaire. 

Les cellules dendritiques sont capables de présenter à leur surface les antigènes étrangers par 

l’intermédiaire de complexes protéiques : le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type II. 
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Ce complexe associé à un peptide antigénique va être reconnu par les récepteurs T (TCR) présents à 

la surface des LTs helpers caractérisés par la molécule CD4 (Cluster Differenciation 4). 

Lorsque le récepteur TCR présente une affinité suffisante pour le complexe CMH II / peptide 

antigénique, le LT est activé. Il se multiplie activement et se différencie en LT helper mature. Les 

lymphocytes T CD4+ ainsi activés vont sécréter des cytokines qui vont intervenir dans l’activation et 

le maintien de la réponse adaptative.         

A 

    

 

B 

      

C

                            

Figure 1.13: Les fonctions immunes des DCs 
A) Rôle des cellules dendritiques dans l'activation du système immunitaire acquis. L'antigène est reconnu par les PRRs. 
L'antigène est ensuite endocyté. La maturation et la migration de la DC permettent de sécréter des cytokines. La DC migre 
jusqu’aux organes lymphoïdes où elle est présentée aux LTs. L'activation des LTs est réalisée par l'interaction des CMH de 
la DC avec les récepteurs de surface TCRs (T cells receptors) des LTs. La présentation de l'antigène aux LTs induit une 
réponse spécifique [48]. B) Cliché de microscopie électronique d'une DC mature (bleu) avec de nombreuses extensions 
(dendrites) en interaction avec un LT (jaune). Ce point de contact est une synapse immunologique (rectangle noir). 
http://www.cell.com/pictureshow/immunology. C) Représentation d'une synapse immunologique. Exemple d'adhésion 
transitoire entre les cellules APCs et les LTs naïfs par l'intermédiaire d'interaction entre DC-SIGN et ICAM3, d'intégrines 
(LFA-1 et ICAM1), de molécules du CMH II avec les TCR (T-cell receptors) [48]. 
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Les CLRs exprimés à la surface de ces APCs tel que DC-SIGN, la MGL, Dectin 1 ou la langerine 

sont impliqués dans la reconnaissance de pathogènes mais également dans leur internalisation dans 

les DCs. Cependant, les CLRs sont parfois couplés aux TLRs pour transmettre les informations sur le 
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programme de différenciation des DCs et des réponses immunitaires à adopter vis à vis de l'agent 

infectieux. Le produit de cette activation permet la production de cytokines. Dectin 1, après avoir 

reconnu des structures β-glucans de champignons est capable d'activer sa cascade de signalisation par 

le recrutement de Syk (spleen tyrosine kinase) [49]. Il en suit plusieurs cascades de signalisation Erk 

(extracellular signal-regulated protein kinase) pour permettre in fine l'activation du facteur de 

transcription NF-κB. Cette voie de signalisation effectuée par la Dectin 1 est indépendante des TLRs. 

En revanche, il est possible de trouver des interactions Dectin 1 avec des TLRs dans certaines APCs. 

Dans les macrophages, un signal coopératif entre Dectin-1 et TLR est exigé pour la production de 

TNF (interférons) en réponse à la présence d'agents pathogènes. Dectin 1 peut interagir avec 

plusieurs TLRs possédant la voie de signalisation MyD88 résultant à une production de multiples 

cytokines  (Figure 1.14). 

                             

Figure 1.14: Reconnaissance de pathogènes et réponses cellulaires induites par Dectin 1 
Dectin 1 interagit avec un champignon présentant à sa surface des protéines hautement mannosylées, des β glucans et de la 
chitine. Les APCs engagent une activation de la réponse immunitaire par différents PRRs incluant les TLRs et Dectin 1. 
Dectin 1 qui reconnaît les motifs β glucans activent ses voies de signalisations intracellulaires par au moins deux 
mécanismes. La première voie implique la cascade de signalisation SyK (spleen tyrosine kinase) produisant des cytokines 
(IL-10, TNF, IL-2, IL-6 and IL-23). La seconde voie inclue la présence d'un TLR activant la voie NF-κB en reconnaissant 
les motifs mannosylés de ce champignon. La co-stimulation des deux récepteurs amplifie la production de cytokines 
comprenant TNF, IL-23, IL-10 et IL-6 et diminue la production de IL-12 influençant ainsi la réponse immunitaire 
adaptative [50]. 
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Les APCs sont des cellules sentinelles de l'immunité capable de reconnaître des pathogènes et 

d'activer le système immunitaire. Cependant, la reconnaissance de motifs glycosidiques par les CLRs 
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n'est pas forcément spécifique à un pathogène mais peut être retrouvée sur des cellules de 

mammifères. Quelques exceptions sont démontrées dans la littérature avec le motif pseudo-Lewisy, 

un motif spécifique de pathogènes reconnus par DC-SIGN [51].  

Toujours dans cette idée de reconnaissance de motif par les CLRs, de nombreuses approches in vivo 

ont été faites pour délivrer des agents actifs comme les toxines, adjuvants, macromolécules dans les 

APCs afin d'obtenir des effets immuno-préventifs (vaccinations), immuno-modulateurs (tolérance) 

ou des effets immuno-thérapeutiques [52]. 

 

L'enjeu majeur est de cibler des sous-ensembles d'APCs, afin de minimiser des effets non désirés et 

d'augmenter l'effet thérapeutique. En effet, les CLRs sont des cibles prometteuses pour viser les 

APCs. Par exemple, BDCA-2 est retrouvé uniquement dans les pDCs. 

 

Une autre lectine, DC-SIGN est retrouvé à la surface d'iDCs et constitue une véritable porte d'entrée 

pour les pathogènes. Il reconnaît notamment le VIH en interagissant avec gp120 (partie 2), la 

glycoprotéine B du virus de l'herpès [53], le virus H5N1 [54], le virus de la Dengue [55] et Ebola. 

Bloquer l'interaction de DC-SIGN avec les pathogènes s'avère être une stratégie attractive contre ces 

agents infectieux. 
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En 1983, le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) a été identifié comme agent viral 

responsable du Syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) [56]. En 30 ans de pandémie, le VIH 

a infecté plus de 60 millions d'individus et tué 25 millions de personnes.   

Plus de 33 millions de personnes vivent actuellement avec le VIH faisant de cette maladie un 

problème de santé publique majeur dans le monde entier (UNAIDS 2010). Malgré des décennies de 

recherche, un vaccin contre le VIH n'est pas encore découvert. La raison principale est expliquée à la 

capacité du virus à échapper à la réponse immunitaire.  
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Il existe plusieurs modes de transmission du VIH. Le virus est transmis majoritairement par voie 

sexuelle mais également par contamination sanguine ou par la transmission du VIH de la mère à son 

enfant. 

Pour les deux sexes, le canal anal s'avère important pour la transmission du VIH. En effet, les 

muqueuses vaginales et rectales possèdent des propriétés protectrices différentes. 

Les muqueuses sont généralement divisées en deux sous-groupes appelés type I et II (Tableau 2.1). 

  

 Muqueuse de type I Muqueuse de type II 

Tissus Utérus, endocol 
partie supérieur du canal ano-

rectal, rectum 

vagin, exocol 
partie inférieure du canal ano-

rectal 
épithélium épithélium cylindrique épithélium pavimenteux 

stratifié 
Mucosa -associated 

lymphoid tissu (MALTs) 
présent absent 

Cellules de Langerhans 
(LCs) 

absent présent 

Anticorps majeurs IgA sécrétés IgG 
dissémination du VIH 

probabilité d'infection de 
personnes exposés 

1 sur 10 (muqueuse rectale) 1 sur 200 à 1 sur 2000 
(muqueuse vaginale) 

Tableau 2.1: Comparaison des muqueuses rectales et vaginales [57] 
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Le type I est composé d'un épithélium cylindrique monocouche, présent chez la femme à la surface 

de l'utérus et du canal endocervical. Le type II est composé d'un épithélium pavimenteux stratifié 

protecteur, constitué de plusieurs couches de cellules tapissant l'exocol et le vagin (Figure 2.1A). En 

comparaison avec l'appareil génital féminin, le rectum possède également ces sous-types de 

muqueuses. Au niveau de l'anneau rectal, la partie inférieure est composée d'épithélium de type II lui 

conférant une véritable barrière physique qui n'est pas retrouvée au niveau de la partie supérieure 

tapissée uniquement d'épithélium de type I (Figure 2.1B). A noter la présence des follicules 

lymphoïdes au dessus de l'anneau rectal qui délimite la jonction de l'épithélium de type I et II [57]. 

 

A                  B 

                   

Figure 2.1: Anatomie des muqueuses génitales et des muqueuses du canal anorectal 
A) Le tractus génital féminin est composé du tractus reproducteur supérieur (l’utérus et le cervix) et le tractus reproducteur 
inférieur (le vagin). Le vagin et l'ectocervix sont composés de tissus épithéliaux de type II. L'utérus et l'endocervix sont 
composés de tissus épithéliaux de type I. La zone de transformation indique la région de transition entre les cellules 
épithéliales de type I et type II. B) La partie supérieure du canal anorectal est composée d'épithélium de type I. La partie 
inférieure du canal anorectal est recouverte de tissus épithéliaux de type II. Des follicules lymphoïdes sont présents autour 
de la jonction anorectale [57]. 

 

Le VIH utilise les propriétés biologiques des muqueuses pour infecter l'hôte. Différents mécanismes 

d'entrée du VIH sont suggérés : i) la capture par les DCs (partie 2.3), ii) la transcytose par les cellules 

M (microfold cells) [58] exprimées dans les MALTs de l'épithélium de type I (Tableau 2.1) ou iii) 

par micro-abrasion dans la couche épithéliale. Ce dernier est responsable de lésion contribuant 

considérablement à la transmission du VIH (Figure 2.2) [59]. 

 

Un rapport sexuel peut conduire à des abrasions physiques de l'épithélium conduisant à une 

accessibilité des cellules infectées et des virions libres dans le stroma. Sur ce cheminement, les 
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cellules infectées et les virions rencontrent plusieurs cellules cibles dans l'épithélium et le stroma 

notamment les DCs et les cellules T. Les différentes voies de pénétration du VIH ou des cellules 

infectées sont résumées sur la Figure 2.2 [59].  

                    

Figure 2.2: Voies d'infections du VIH au niveau des muqueuses vaginales 
A) Les caractéristiques phénotypiques des différentes cellules interagissant avec le VIH : CD4 (cluster differenciation 4), 
CD1a (cluster differenciation 1a), CCR5 (CC-chemokine receptor 5), DC-SIGN (dendritic-cell-specific ICAM3-grabbing 
non-integrin), HLA-DR (Human Leukocyte Antigen - antigen D Related). B) Différentes voies de pénétration du VIH : a. 
Les virus et les cellules infectées interagissent avec le mucus résultant à la pénétration des virions entre les jonctions des 
cellules épithéliales. Les cellules sont capturées et endocytées par les LCs dans l'épithélium. b. Les virions peuvent 
fusionner avec les LT CD4+ présent également dans l'épithélium. c. Les cellules infectées migrent vers le stroma dû à 
l'abrasion tissulaire. Elles sont prises en charge par le système lymphatique ou vénal les conduisant respectivement aux 
nœuds lymphoïdes ou dans la circulation sanguine. Elles peuvent également rencontrer les DCs du stroma ou DC 
interstitielles, LTs ou macrophages. d. Transcytose des virions dans les cellules épithéliales ou migration entre les cellules 
proches de la couche basale de l'épithélium. e. Dans le stroma, les virions peuvent infecter les DCs ou être endocytés dans 
les DCs où elles formeront une synapse immunologique avec les cellules T CD4+. Le complexe (en f) migre vers les 
organes lymphoïdes. Adapté de [59].  
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L'entrée du VIH est amorcée par l'interaction de très forte affinité entre gp120, du côté viral, et le 

récepteur CD4, du côté cellulaire. L’attachement du VIH exige la présence, à côté du récepteur CD4, 
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d'un corécepteur transmembranaire. Sur les monocytes-macrophages et les LTs, les protéines CCR5 

et CXCR4 jouent ce rôle de co-récepteur à CD4. 

 

Le mécanisme d’entrée du VIH se décompose en plusieurs étapes représentées sur la Figure 2.3 [60].  

Les interactions de la gp120 avec CD4 induisent un changement de conformation de la gp120 au 

niveau des boucles V1/V2 et V3 permettant l'arrimage de gp41 dans la membrane. Le 

raccourcissement de la gp41 entraîne un contact entre l'enveloppe virale et la membrane aboutissant à 

un phénomène de fusion. Le pore ainsi formé permet l'introduction de la capside virale et de son 

contenu dans le cytoplasme. 

         

Figure 2.3: Modèle du mécanisme d'entrée du VIH dans la cellule cible 
La liaison de la gp120 au récepteur CD4 induit des changements de conformation dans la gp120 démasquant ainsi les sites 
d'interactions avec les co-récepteurs (CCR5 ou CXCR4). Cette interaction favorise l'exposition du peptide de fusion de la 
gp41. Les changements de conformations induits sur gp41 conduisent à la formation de faisceau à six hélices permettant la 
fusion complète des membranes virales et cellulaires [60]. 
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Le VIH reconnaît le récepteur cellulaire CD4 présent sur certaines cellules T, macrophages et DCs. 

Même si l’interaction avec le CD4 est un prérequis pour l'entrée du VIH dans les cellules, 

l'attachement du virus à leur surface peut être modulé par différents récepteurs transmembranaires 

permettant de concentrer le virus sur la cellule et d’augmenter les contacts de l'enveloppe virale du 

VIH avec la cellule cible. L'exemple le plus décrit dans la littérature est DC-SIGN, récepteur lectine 

capable de reconnaître les glycosylations de gp120. Ce récepteur est exprimé à la surface de DCs et 

notamment des cellules dendritiques dermales (DDCs) [61]. 

DC-SIGN reconnaît la gp120 provoquant une activation de plusieurs processus intracellulaires. La 

plupart des virions sont internalisés dans le protéasome grâce à l'implication de phosphoprotéine du 

cytosquelette LSP1 (Leucocyte-specific protein 1) [62] [38]. Les résidus de virions sont présentés 

aux complexes MHC de classe II pour activer les LTs. De plus, le VIH utilise la voie du signalosome 

comprenant DC-SIGN, LSP1, KSR1 (Kinase Suppressor Of Ras 1) et CNK (Connector enhancer of 

kinase suppressor of Ras) pour activer Raf-1. Cette activation module la production de cytokines 
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mais également la transcription du génome du VIH (Figure 2.4). Une autre voie est exploitée par le 

VIH lié à DC-SIGN via les TLRs qui est responsable de l'activation de cytokines [63]. La liaison 

DC-SIGN-gp120 peut aussi favoriser l'interaction du VIH avec le récepteur primaire CD4 et le 

corécepteur CCR5 (Figure 2.4). Les virions sont internalisés dans des endosomes non-lysosomals et 

à pH acide dans lesquels ils peuvent survivre pendant plusieurs jours [64]. La stabilité ou le maintien 

des virions dans les DCs est dépendant de nombreux facteurs, notamment la composition des 

N-glycanes de gp120 [65] [66]. 

 

 

Figure 2.4: Implication de DC-SIGN à la surface des DCs 
DC-SIGN neutralise l'infection par le VIH en activant la production de cytokines par la voie du signalosome. Les virus 
dégradés sont présentés aux LTs par la formation d'une synapse immunologique. L'interaction DCs avec les LTs est 
favorisée par la liaison des récepteurs présents sur leurs surfaces respectives DC-SIGN et ICAM-3. Le VIH exploite 
également DC-SIGN pour augmenter l'apoptose des DCs via ASK-1 (Apoptosis signal-regulating kinase-1), la réplication 
virale par la voie signalosome. DC-SIGN augmente la trans-infection des LTs par le VIH [67]. 
 

Les virions internalisés dans les DCs sont transférés jusqu'aux LTs. Une fois que le contact DCs-LTs 

est fait, les virions, les molécules d'adhésions et les récepteurs s’accumulent rapidement au niveau de 

la synapse immunologique. Le VIH intact est alors transféré aux LTs. Ce processus est 

communément appelé "trans-infection" [68]. 

La trans-infection des LTs peut également être une conséquence d’une infection primaire des cellules 

dendritiques, qui s’appelle la cis-infection. Celle-ci est facilitée par la présence des récepteurs CD4 et 

CCR5 à la surface des DCs. La multiplication des virions, à l'intérieur de ces cellules, conduit après 

migration vers les organes lymphoïdes, à leurs présentations aux LTs.  
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DC-SIGN est retrouvé à la surface des membranes des DDCs au niveau de micro-domaines 

membranaires, dénommés radeaux lipidiques ou rafts, par Meer et al en 1987. Ces régions sont 

enrichies en cholestérol, en sphingolipides et en protéines telles que les GPI-APs 

(glycosylphosphatidyl-anchored proteins). Associé à cette région, un réseau de protéines 

filamenteuses formant ainsi le cytosquelette d'ancrage, comme les F-actines ou les spectrines, est 

localisé immédiatement en dessous de ce micro-domaine.  

La taille de ces domaines, déterminée par de multiples techniques de microscopie haute résolution 

(SMLM, STED, NSOM), peut varier de quelques nanomètres à plusieurs micromètres de diamètre. 

Les nanoclusters de DC-SIGN, lectine tétramérique, ont une taille de 70 à 160 nm et contiennent 

environ 10 molécules par nanoclusters [69]. La formation de ces micro-domaines s'effectue de façon 

naturelle ou induite par l'arrivée de ligands ou pathogènes. DC-SIGN est capable de reconnaître des 

virus de tailles différentes allant du virus de la Dengue (50 nm), en passant par le VIH (100 nm) 

jusqu'au virus de la rougeole (200 à 300 nm).  

Les nanoclusters de DC-SIGN sont stabilisés par plusieurs interactions à la surface des cellules. Les 

domaines CRD des lectines interagissent avec i) des extrémités glycosylées ou des 

glycosaminoglycanes de protéines de la matrice extra-cellulaire (ECM), ii) des protéines glycosylées 

TRAPs, iii) des protéoglycanes transmembranaires qui se lient aux TRAPs ou à la matrice 

extracellulaire rattachée au cytosquelette [69] [70] (Figure 2.5A).  

Récemment, Manzo et al [71] a démontré le rôle important du domaine Neck de DC-SIGN dans la 

régulation de la capacité de ces micro-domaines à lier des virus. La suppression du domaine Neck 

réduit la formation de nanoclusters conduisant à une diminution de la capacité de DC-SIGN à lier des 

virus. Les nanoclusters de DC-SIGN, organisés en micro-domaines de ≈1 µM, sont stabilisés par des 

pontages de N-glycanes des régions Neck de DC-SIGN via des galectines (Figure 2.5) [72]. 
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Figure 2.5: Organisation de DC-SIGN dans les microdomaines RAFTs 
A) Le triangle inversé indique, du bas vers le haut, l'augmentation de l'organisation en cluster de DC-SIGN dans l'espace et 
le temps. DC-SIGN est exprimé sous forme tétramérique à la surface de la cellule (bas de la Figure). Puis, ils se rapprochent 
pour former des nanoclusters de DC-SIGN (image du milieu). Les nanoclusters sont regroupés dans des régions spéciales et 
maintenus par des interactions supplémentaires (TRAPs, galectines et fragments glycosylés de protéines de la matrice 
extracellulaire (ECM).B) Image microscopique de nanoclusters provenant de microscopie STED (stimulated emission-
depletion microscopy) avec une résolution de 90 nm (image en haut et à gauche). Par image dSTORM (image en haut et à 
droite), les nanoclusters apparaissent proches les uns des autres. La cartographie des nanoclusters (image en bas à gauche) 
est représentée par des positions moléculaires reconstituées (points bleus) à partir de la technique SPT (single-particle 
tracking). Les nanoclusters sont localisées dans des aires de 1 µM [72]. 

>"U" +#,1+#G1+

>"U"!" ?@7,+3,1+#G1+

Les LCs, sous-types de DCs, résident dans l'épithélium pavimenteux stratifié au niveau de la peau et 

des muqueuses. Ces cellules sont les premières APCs [43] en contact avec le VIH dans le tractus 

féminin et l'épiderme. Les LCs expriment à leur surface CD1a [73], les récepteurs d'entrée du VIH 

CD4 et CCR5 [74] et la lectine langerine. Les LCs constituent la première barrière immunologique 

contre les pathogènes [43].  

En plus d'être des APCs et donc d'induire une réponse immunitaire adaptative, les LCs ont une 

fonction propre dans l'immunité innée. En effet, la capture du VIH par les LCs via la langerine 

conduit à une internalisation dans des organites appelés granules de Birbeck (BGs) [79]. Ce 

mécanisme de stockage des virus dans les LCs bloque la dissémination du VIH. 
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Cependant, depuis plusieurs années, le rôle des LCs et de la langerine est controversé dans la 

littérature. Des travaux préliminaires mettent en évidence que les LCs, après avoir capturé le VIH, 

ont infectés les LTs [74]. Cependant, le pourcentage de LCs infectés et la haute charge virale requise 

pour infecter les cellules suggèrent que l'infection n'est pas clairement établi et est faite par les 

récepteurs CD4 et co-récepteur CCR5. De plus, des données révèlent que le VIH capturé par la 

langerine est uniquement internalisé et amené dans des BGs où les virions seront dégradés [76]. 

En effet, l'inhibition de la langerine favorise l'infection des LCs et conduit à une transmission 

efficace du VIH vers les LTs. De plus, une charge virale haute sature les sites actifs de langerine 

menant à l'internalisation et l'infection du VIH par CD4 et CCR5 (Figure 2.6) [76]. Selon les 

conditions environnementales (charge de virions, co-infections, facteurs inflammatoires) et l'état de 

maturation des LCs, il est possible d'observer soit une infection des LCs par le VIH ou soit une 

dégradation du virus dans les BGs. L'ensemble de ces conditions est représenté sur la Figure 2.6 [77]. 

                   

Figure 2.6: Rôles des LCs dans l'infection par le VIH 
A) Les LCs immatures, dans les tissus muqueux, expriment un taux élevé de langerine empêchant l'infection par le VIH. La 
langerine capture et internalise le virus dans des BGs permettant de bloquer le virus en le dégradant. Dans des conditions 
non inflammatoires, les LCs se comportent comme une barrière innée. B) La saturation de la langerine par une charge élevé 
de virions ou une infection par un autre pathogène (exemple : C. albicans) est une condition qui favorise l'infection par le 
VIH. La seconde condition est une diminution du taux d'expression de la langerine. L'activation des LCs lors de co-
infections ou de réactions inflammatoires diminue le taux d'expression de la langerine à la surface des LCs. C) L'activation 
des LCs par des ligands agonistes des TLRs peuvent augmenter la capture du VIH par les LCs et augmenter par 
conséquence la transmission du VIH aux LTs. D) Les médiateurs inflammatoires sécrétés (exemple : TNF-α) augmente 
l'infection par le VIH en diminuant la fonction de la langerine [77]. 
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Les BGs, découverts en 1961, sont des organites retrouvés uniquement dans les LCs et dont leur rôle 

est d’internaliser des antigènes [78]. 

Ils ont une forme de bâtonnets ou de raquettes de tennis. Pendant de nombreuses années, ces 

organites restaient énigmatiques jusqu'à que Jenny Valladeau et Sem Saeland identifient la langerine 

comme composant majeur de ces granules [79]. Ils sont accumulés dans des compartiments 

endosomaux tardifs Rab11+ [80]. Plusieurs hypothèses existent sur l'origine et la fonction des BGs 

notamment le type du compartiment endosomal. Récemment, des études montrent que 

l'internalisation est régulée par la voie endosomale dépendante de la cavéoline-1. La voie 

"cavéoline", contrairement à la voie "clathrine", augmente l'intégration du VIH dans les LCs (Figure 

2.7) [81]. 

                               

Figure 2.7: Internalisation du VIH dans les BGs cavéoline-1 positif 
A) La langerine internalise le VIH dans des BGs. Le VIH est amené jusqu'au compartiment lysosomal où il est dégradé. 
L'intégration du virus dans la cellule hôte est augmentée lorsque la voie cavéoline-1 est bloquée. B et C) Images 
microscopiques de BGs. Les flèches noires pleines représentent les formes tubulaires du BG, tandis que les flèches noires 
vides montrent la vésicule du BG. Adapté de [81]. 
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L'implication de plusieurs CLRs à la surface des LCs et DCs a été décrite dans la littérature depuis de 

nombreuses années. Ils jouent un rôle fondamental dans la reconnaissance et l'internalisation du VIH. 

Trois CLRs reconnaissant le VIH ont été étudiés et décrites dans les parties suivantes. 
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DC-SIGN, codée par le gène CD209, est une glycoprotéine membranaire de type II. Elle a été 

découverte pour la première fois par Curtis et al en 1992 [82] puis par Geijtenbeek et al en 2000 

[83]. La découverte de DC-SIGN (dendritic cell (DC)-specific intercellular adhesion molecule 

(ICAM-3) grabbing nonintegrin) n'est pas liée à sa fonction primaire de lier des sucres, mais plutôt à 

sa capacité à reconnaître ICAM-3 exprimé à la surface des LTs [83]. DC-SIGN est exprimée 

abondamment à la surface des mDCs et des macrophages [84] [85]. 

La séquence du gène est localisée sur le chromosome humain au locus 19p13. Dans cette région, il 

existe également deux autres gènes de lectines de type-C : DC-SIGNR et CD23 (Récepteur de faible 

affinité pour les IgE). Ces trois gènes possèdent des CRDs codant pour trois exons séparés. 

Cependant, le lien proche et la similarité de séquence suggèrent un gène ancestral commun [86]. 

Le gène code pour 404 acides aminés (Figure 2.8) avec une masse moléculaire de 44 kDa. Il existe 

12 isoformes différentes dont 6 codent pour des DC-SIGN sécrétés. D’un point de vue structural, 

DC-SIGN est composée de 3 principaux domaines comprenant un domaine cytoplasmique, un 

segment transmembranaire et un domaine extracellulaire (ECD).  

Le domaine cytoplasmique contient des motifs di-leucines (LL) et tri-acides EEE [87], qui pourrait 

jouer un rôle dans l'internalisation. Le motif YXXL (YKSL pour DC-SIGN) dans la région 

cytoplasmique pourrait contribuer à un motif supplémentaire pour l'internalisation ou être un site de 

phosphorylation tyrosine [86]. Ces motifs favorisent l'internalisation et la trans-infection des LTs par 

le VIH [88]. 

Le domaine ECD est divisée, d'un point de vue structural et fonctionnel, en deux régions : le 

domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD) et la région Neck impliquée dans la 

tétramérisation de DC-SIGN (Figure 2.8). 
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Figure 2.8: Structure primaire de DC-SIGN humain (CD 209) 
Les séquences des domaines cytoplasmique, transmembranaire, Neck et CRD sont identifiées respectivement par des lettres 
de couleur vert, noir, rouge et bordeaux. Le motif WMGL (motif WIGL chez DC-SIGN), le motif EPN (motif définissant la 
spécificité pour les sucres), le motif WND (motif coordonnant le calcium) sont encadrés. La lettre N encadrée correspond à 
l'unique site de N-glycosylation de DC-SIGN. Les ponts disulfures reliant deux cystéines sont représentés par des traits 
noirs. 

 

Le domaine Neck est une région étendue qui forme une spirale tournante, sous l’appellation "coiled 

coil". Elle est composée de sept répétitions et demi de 23 acides aminés assez bien conservés. Dans 

ces motifs répétés, les acides aminés hydrophobes sont retrouvés à des intervalles réguliers dans la 

région hélicoïdale favorisant ainsi les interactions entre les hélices des quatre chaines protéiques 

(Figure 2.9). 

A         B 

 

Figure 2.9: Organisation générale de la protéine et du domaine Neck de DC-SIGN 
A) Organisation de DC-SIGN. La région Neck est composée de 7 et 1/2 séquences répétitives. Les acides aminés 
hydrophobes impliqués dans la tétramérisation sont de couleur cyan. Les acides aminés de chaque séquence correspondent 
à une lettre (pointe de la flèche). Ces lettres sont utilisées pour la figure B. B) Représentation schématique (vue de haut) des 
interactions « coiled-coil » dans le domaine Neck. Les 4 cercles représentent les hélices α formées. Le cœur hydrophobe est 
symbolisé dans le cercle gris. Les flèches en double sens correspondent à des ponts salins inter-chaines entre l'acide 
glutamique (positon g) et la lysine en position e [89] [90]. 
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L'oligomérisation de DC-SIGN est guidée par les interactions hydrophobes et stabilisées par des 

ponts salins inter-moléculaires (Figure 2.9). 

Il existe de multiples épissages alternatifs au niveau de la région Neck de DC-SIGN modifiant l'état 

oligomérique de DC-SIGN à la surface des DCs pouvant aussi entrainer une altération de la liaison 

de DC-SIGN avec les sucres. 

De plus, la forme tétramérique de DC-SIGN est déterminée par la présence des séquences répétitives 

localisées dans le domaine Neck [91]. Les séquences répétitives proche du domaine CRD favorisent 

la formation de dimère. A l'inverse, les séquences situées du coté membranaire sont requises pour la 

formation du tétramère [92]. 
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Le CRD de DC-SIGN appartient à la forme longue des lectines de type-C. Il contient 3 sites Ca2+ 

occupés (site 1, 2 et 3) et possède une spécificité de reconnaissance pour les résidus Man et Fuc.  

L'interaction de ligands avec les lectines de type-C est possible grâce à la coordination de deux 

groupements hydroxyles (OH) du saccharide avec le Ca2+ du site 2. Ainsi, le Man, via les groupes 

OH équatoriaux en position 3 et 4, se lie au calcium du site actif.  

À l'inverse, le Fuc, représenté sur la Figure 2.10A, possède un groupement OH équatorial en position 

3 et axial en position 4. Le cycle du Fuc est incliné contrairement au Man et cette orientation forme 

une liaison supplémentaire de type Van Der Waals entre la Val351 et le groupe OH en position 2 

[93]. 

 

De plus, la région de liaison (site de reconnaissance primaire) de DC-SIGN pour les oligosaccharides 

implique la participation d’autres acides aminés proches du site actif formant ainsi un site de 

reconnaissance secondaire. Des études structurales de DC-SIGN CRD complexé avec des 

oligosaccharides ont conduit à proposer un mécanisme de liaison des oligosaccharides « High 

mannose » (Figure 2.10) [94]. 
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Figure 2.10: Interaction de DC-SIGN avec des monosaccharides et oligosaccharides 
A) Interaction du fucose dans le site actif primaire de DC-SIGN. B) Interaction du mannose dans le site actif primaire de 
DC-SIGN. Le groupe OH en position 6 forme une liaison hydrogène avec la Lys368. C) Interaction du LewisX avec 
DC-SIGN CRD. Structure de Man4 interagissant avec DC-SIGN. La Gly361 forme un contact van der Waals avec le 
mannose terminal non réduit relié α1-6. La Glu358 (non représentée) forme indirectement une liaison hydrogène avec le 
mannose via des molécules d'eau. Les chaines latérales des acides aminés sont colorées en cyan. Le squelette protéique est 
identifié en bleu. Les saccharides sont représentés en jaune. L'azote, l'oxygène et le calcium sont respectivement de couleur 
bleue, rouge et cyan (sphères). Les liaisons de coordination avec le Ca2+ sont des lignes noires continues. Les liaisons 
hydrogènes sont des traits noirs discontinus. Adapté de [93]. 

 

Un autre ligand très apprécié par DC-SIGN, à l'inverse de son homologue DC-SIGNR [93], est le 

trisaccharides LewisX (α-L-Fuc-(1→3)-[β-D-Gal-(1→4)]-D-GlcNAc). La structure compacte du 

LewisX (Lex), retrouvée dans le LNFPIII [51], est orientée de telle sorte que le résidu GlcNac pointe 

vers l'extérieur et que le Gal terminal est en contact avec le site de fixation secondaire (Figure 

2.10C). L'Asp367 forme un réseau de liaisons hydrogènes avec la Lys373 et le groupe OH en 

position 6 du Gal. 

L'orientation du trisaccharide dans le site actif suggère que d'autres oligosaccharides comme les 

Lewis (Lea, Leb, Lex et Ley) des groupes sanguins ABO peuvent se lier. Cependant, la sulfatation ou 

la sialylation du Lewis x diminue fortement l'interaction avec DC-SIGN [95]. 
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L'association de DC-SIGN en tétramère, par leur région Neck, engendre des réarrangements 

permettant d'amplifier l'affinité et la spécificité pour des oligosaccharides. L'interaction de nombreux 

oligosaccharides avec DC-SIGN explique le fait que la protéine d'enveloppe virale gp120 du VIH 

interagit fortement avec cette lectine [96].  
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La tétramérisation de DC-SIGN puis la formation de cluster de DC-SIGN permet d'augmenter 

l’avidité pour sa cible et capturer ainsi des pathogènes (Figure 2.11). 

 

                

Figure 2.11: Tétramérisation et cluster de DC-SIGN 
La tétramérisation de DC-SIGN augmente l'avidité de l’interaction avec gp120 du VIH. Tandis que le cluster de DC-SIGN 
joue un rôle de point d'ancrage pour le VIH. Adapté de [89]. 
 

L’oligomérisation de DC-SIGN permet de présenter 4 CRDs avec 4 sites actifs espacés à une 

distance de 38 à 40 Å (Figure 2.12). 

La contribution de la forme tétramérique de DC-SIGN et de sa flexibilité conformationelle conduit à 

une liaison efficace et sélective de divers oligosaccharides à la surface des DCs.  

L'équilibre oligomérique balance entre l'état monomérique et tétramérique en fonction du pH des 

endosomes. Le complexe DC-SIGN/pathogène est internalisé à pH 7.4. Dans les endosomes, 

l'acidification douce à pH 6.4 ne modifie pas l'équilibre oligomérique de DC-SIGN. La dissociation 

des chaines et l'altération des CRDs sont observées dans les endosomes tardifs à pH 5.9 [90].  

 

                    

Figure 2.12: Architecture du domaine extracellulaire de DC-SIGN 
Enveloppe SAXS du domaine extracellulaire de DC-SIGN (image de droite). Les tailles des différents domaines sont 
donnée en rouge. L'image de gauche correspond à la vue de haut du domaine ECD de DC-SIGN. Les distances entre deux 
sites actifs opposés sont 61 Å (ligne verte) et 51.1 Å (ligne noire). Adapté de Tabarani [90]. 
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La langerine est une lectine de type-C transmembranaire de type II, composée de 328 acides aminées. 

Elle est présente sous forme trimérique [98] et est exprimée presque exclusivement à la surface des 

LCs. Du N au C terminal, la langerine est composée d'une région cytoplasmique courte, d'un 

domaine transmembranaire et d'un large domaine ECD. Ce dernier est divisé en deux parties : la 

région Neck et le CRD [99] [101] (Figure 2.13). 

          

Figure 2.13: Structure primaire de la langerine humain (CD 207) 
La séquence riche en proline, impliquée dans la signalisation intracellulaire, est encadrée en bleu. Les séquences conservées 
WIGL, EPS et WND sont encadrées en rose. Les pointillés rouges correspondent aux acides aminés formant le domaine 
« coiled-coil ». Les ponts disulfures sont symbolisés par des traits noirs. 

>"W">"!" #2+72(B,6%(,+G?H+

Comme dans le cas de DC-SIGN, le CRD de la langerine contient un site Ca2+ conservé (site 2) 

capable de lier des épitopes glycosidiques. Avec son motif EPN, il peut lier le Man, le GlcNAc, le 

Glc via leur groupement OH en position équatoriale 3 et 4. De plus, il est capable d’interagir avec le 

Gal, monosaccharide typique des lectines possédant le motif QPD (Figure 2.14) [99]. 

Concernant les oligosaccharides, la langerine est capable de lier l'antigène du groupe sanguin B 

(Galα1–3(Fucα1–2) Gal), les galactosides sulfatés en position 6 et les oligosaccharides de type 

« High mannose ».  
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Figure 2.14: Interaction du ligand α-méthyl GlcNAc en A, du Gal6S en B avec la langerine CRD
Le Ca2+ du site 2 est symbolisé par une sphère orange. A. Le Ca2+ forme un lien de coordination avec les groupements OH 
du ligand en position 3 et 4 et l'Asn287, Glu285, Asp308, Asn307 et Glu293. B. Le Ca2+ forme des liaisons de 
coordinations avec les groupements OH en position 3 et 4 du galactose. L'interaction est stabilisée par des interactions 
électrostatiques entre le sulfate et la Lys299, les oxygènes avec la Lys313 et Asn 297 [99].  

 

Cependant, la langerine peut lier uniquement des sulfogalactosides avec un sulfate en position 6 

(Gal6S). Aucune interaction n’est observée par exemple en position 3. La fixation non optimale du 

galactose dans le site actif est compensée par les interactions électrostatiques entre le groupement 

sulfaté et les résidus Lys299 et Lys313 [99]. 

>"W">">" X)2)+/7%B/&*6%;',+3,+72+72(B,6%(,+

La région Neck permet l'oligomérisation de la langerine en trimère (Figure 2.15). La formation de 

« coiled-coil » d'hélices α est rendue possible grâce à la répétition de 17 heptades [98]. 

L’oligomérisation de la lectine permet de présenter à la surface 3 CRDs séparés à une distance de 

41,5 Å.

 

Figure 2.15: Architecture du domaine extracellulaire de la langerine
Modélisation du domaine extracellulaire de la langerine (image de droite). L'image de gauche correspond à la vue de haut 
du domaine ECD de langerine. La distance entre deux sites actifs adjacents est de 41.5 Å (lignes noires). Les calciums sont 
symbolisés par des sphères noires. Adapté à partir de [100]. 

    A                                              B  
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La langerine possède plusieurs sites de fixations. D'une part, par le mode classique (interaction 

dépendante du Ca2+), et d'autre part, par un mode non conventionnel indépendant du Ca2+. En effet, 

notre équipe a récemment mis en évidence, une interaction de la langerine avec des 

glycoaminoglycanes (GAGs), notamment l'héparine. Cette interaction semble être de nature 

électrostatique entre les sulfates des GAGs et la partie supérieure de la langerine trimérique [102] 

(Figure 2.16).  

                                          

Figure 2.16: L'héparine, disaccharide, en interaction avec la langerine 
A) Le mode d'interaction prédis de l'héparine est représenté au niveau de la région proximale du Neck. B) Le 
decasaccharide forme des liaisons électrostatiques avec les acides aminés, marqués en blanc [102].  
 

La forme trimérique de la langerine crée un nouveau site de fixation pour les GAGs grâce 

l’implication majoritaire du domaine Neck de la protéine. L'identification de la spécificité des GAGs 

pour la langerine conduit à penser à un rôle physiologique de cette interaction dans les LCs. Des 

travaux ont montré que l'héparine et notamment les fragments N-glucosamine sulfatés de l'héparine 

sont capables d'inhiber le trafic des LCs [103] [102]. 

>"W">"U" Q&07%.2)%/(1+3,+72+72(B,6%(,+32(1+7,1+8T1+

Les BGs sont formés par une invagination de la membrane, appelé CMS "cytomembrane 

sandwiching" les successions de structures électro-denses, sont visualisés sur la Figure 2.17. Le rôle 

direct de la langerine dans la formation des BGs a été démontré grâce à la transfection du gène de la 

langerine dans des fibroblastes murins [79] et des cellules de lignées humaines [104]. Des travaux 

suggèrent que la région extracellulaire de la langerine et plus précisément son CRD joue un rôle 

majeur dans l'architecture des BGs (Figure 2.17). Et notamment, un mutant de langerine sans CRD 

empêche l'apparition de BGs [105]. 
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Dans la Figure 2.17B, la taille estimée (25-40 nm) correspond à l'assemblage des langerines entre 

elles [105]. L'implication d'un acteur favorisant l'assemblage des langerines n'est pas, à ce jour, 

identifiée ; cependant, la localisation des GAGs dans la partie supérieure du Neck laisse à supposer 

un rôle probable de ces glycosaccharides dans la formation des BGs. 

 

Figure 2.17: Modèle d'organisation macromoléculaire des BGs dans les cellules de LGs 
A) Invagination de la membrane plasmique formant des « sandwichs ». B) Modèles d’organisations proposées de BGs 
extrapolés d'un zoom de l'encadré noir en A. Les zones denses correspondent à la membrane et aux CRDs de la langerine ; 
tandis que les zones claires correspondent aux domaines Necks. C) Modèle de la langerine ECD trimérique [105].  

>"W"K" A'E)%7%)*+3,+6,./((2%112(.,+3,+7%B2(31+,()6,+HG:AQTS+,)+

72(B,6%(,+

Les deux lectines possèdent une grande similarité de reconnaissance pour les oligosaccharides. En 

effet, DC-SIGN et la langerine sont connus notamment pour interagir avec les sucres à base Man 

comme les extrémités « High mannose » de la protéine gp120. Cependant, des différences de 

spécificité, illustrées dans la Figure 2.18, ont été identifiées.  

Malgré que la langerine et DC-SIGN reconnaissent tout les deux des Fuc terminaux, la langerine 

reconnaît préferentiellement le Fuc(α1-2)Gal, disaccharide retrouvé dans les motifs Leb, Ley et Led 

des antigènes H, Q et B. De plus, la langerine a la capacité d'interagir avec l'ensemble des composés 

ayant des résidus terminaux GlcNAc et oligosaccharides contenant spécifiquement le motif Gal6S 

[106] (Figure 2.18).  
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Figure 2.18: Sélectivité de reconnaissance de DC-SIGN et langerine CRD pour les glycanes 
Le signal de fluorescence, dans le cadrant supérieur, révèle une sélectivité de reconnaissance de DC-SIGN CRD pour les 
structures glycanes hautement mannosylés (trait vert) et une extrémité terminale Fuc reliée à un Glc ou 
N-acétylglucosamine (GlcNAc) (trait rouge). Dans le cadran inférieur, la langerine interagit préférentiellement avec des 
GlcNAc terminaux (trait bleu foncé), des mannoses (trait cyan), des fucoses terminaux reliés à des galactoses (trait 
magenta) et reconnaît spécifiquement le Gal6S (trait orange) [106]. 

D'un point de vue structural, la langerine possède des éléments absents chez DC-SIGN CRD. En 

effet, la langerine possède une hélice 310 proche du site de fixation des épitopes osidiques et un brin 

β2' supplémentaire. De plus, la langerine ne possède pas de calcium au site 1 et 3 ce qui pourrait 

augmenter la flexibilité de la boucle β2-β2'. Ceci expliquerait la formation d'une poche creuse 

spécifique à la langerine. La structure globale de cette lectine est maintenue uniquement par deux 

ponts disulfures à l'inverse de DC-SIGN qui en possède quatre [107]. 

 

Figure 2.19: Alignements de DC-SIGN CRD et la langerine CRD 
A) Alignement des séquences des domaines CRD de la langerine CRD et de DC-SIGN. Les résidus conservés sont en vert, 
les cystéines en jaune et la structure secondaire est représentée par des cylindres (hélices α) et des flèches (feuillets β) [107]. 
B) Superposition de la structure des CRDs de DC-SIGN (pdb : 2IT5) et de la langerine (pdb : 3P5F). Les sphères vertes 
correspondent aux ions calciums. 
 

En observant plus en détail la topologie du site de fixation des sucres, l'implication des Lys299 et 

Lys313 de la langerine, absentes chez son homologue DC-SIGN, lui confère la propriété de 

reconnaissance des ligands sulfatés (Figure 2.20). 
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Figure 2.20: Comparaison des sites actifs de la langerine et de DC-SIGN  
A-B. Comparaison des structures de la langerine CRD (A, code PDB : 3C22) et de DC-SIGN ECD (B, code PDB : 2IT5). 
La sphère verte symbolise le Ca2+ su site 2. Les Lys299 et Lys313 sont représentées en bleu. C. Modélisation moléculaire 
d'un complexe trisaccharidique modifié avec le site actif de la langerine. Le calcium est symbolisé par une sphère orange. 
Les charges des acides aminés à la surface sont caractéristiques d'un potentiel électrostatique positif (bleu) ou négatif 
(rouge) [101]. 

>"W"U" HGQ?++

DCIR (dendritic cell immunoreceptor) ou LLIR (lectin-like immunoreceptor) a été identifiée, pour la 

première fois, comme protéine homologue à l'ASGPR (asialoglycoprotein receptor) hépatique et à la 

lectine macrophage [42]. 

DCIR appartient à la famille des lectines de type-C (groupe II des CTLDs) et l'unique gène humain 

codant pour cette lectine (hDCIR) est localisé sur le chromosome 12p13. En revanche, la souris 

possède 4 gènes codant pour DCIR (mDCIR) et 4 chez le rat (Figure 2.21) [108]. 

 

 

Figure 2.21: Pourcentage d'identité entre les DCIRs et dendrogramme de DCIRs 
Les séquences avec un score élevé d'identité sont surlignées et en gras. Les dénominations hDCIR, mDCIR, rDCIR 
correspondent au gène DCIR identifié chez l'homme, la souris et le rat. Adapté de [108]. 

 

DCIR est exprimée à la surface d'APCs, tel que les DCs, les monocytes, les macrophages, les 

lymphocytes B, les granulocytes mais n’est pas détectée sur les NKs et LTs [42] [108].  

Cette glycoprotéine membranaire de type II est composée de 237 acides aminés (Figure 2.22) avec 

un domaine CRD similaire à la lectine macrophage et l'ASGPR. La partie intracellulaire est 

composée d'une séquence répressive codant pour un motif (I/L/V)xYxx(L/V) appelé, motif ITIM 

(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) [109] [110] [111].  
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De plus, hDCIR est présent sous 4 isoformes dont l’isoforme 1 représenté dans la Figure 2.22. Pour 

les isoformes 2 et 3, les séquences codantes pour les acides aminés 67 à 100 et 28 à 67 acides aminés 

sont respectivement substitués par un acide aminé la Lys et la Val. Pour l’isoforme 4, les acides 

aminées 28 à 99 sont manquants. Les deux isoformes solubles 3 et 4 sans domaine transmembranaire 

sont également nommés LLIRv1 et LLRv2 [112]. 

 

Figure 2.22: Séquence primaire de DCIR humain 
La séquence codante pour le motif ITIM est encadrée en bleu. La séquence conservée WIGL correspond dans ce cas à 
FVGL. Les sites EPS et WND sont encadrés en rose. Le site N, encadré en rose, constitue un site de glycosylation. Les 
pointillés rouges correspondent au domaine Neck (http://www.imperial.ac.uk). Les ponts disulfures sont symbolisés par des 
traits noirs. 

 
Le motif ITIM est retrouvé chez hDCIR, mDCIR1, mDCIR2. Malgré l’absence de ce motif dans la 

séquence de mDCIR3 et mDCIR4, le résidu tyrosine est conservé, ce qui suggère une capacité de 

transduction du signal toujours possible [113]. D'un point de vue fonctionel, la voie de signalisation 

induite par le motif ITIM est activée par le recrutement des phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Src 

homology region 2 domain-containing phosphatase) [114] [110].  

Par conséquent, DCIR régule de manière négative la production de facteurs intracellulaires produits 

par les TLRs. En effet, l'activation de DCIR des DCs ou pDCs par des anticorps anti-DCIR ou le 

HCV (virus de l’hépatite C) [115] conduit à une réduction de la production de l'IL-12 produites pas 

les TLR8 [116]. 

 

En complément de son rôle inhibiteur, DCIR est capable d'endosser le rôle de présentateur 

d'antigènes [117] [116] en activant les LTs CD4+ [118] et les LTs CD8+ [119]. L'activation de DCIR 

par des anticorps provoque l'internalisation du récepteur via la voie dépendante de la clathrine 

(Figure 2.23A). Puis, DCIR est amené au compartiment lysosomal (Figure 2.23B).  
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Figure 2.23: Visualisation de DCIR dans des DCs immatures 

A. Internalisation de DCIR à 37 °C, DCIR est marqué par un anticorps anti-DCIR (à gauche). DCIR est marqué par un 
anticorps secondaire couplé à un fluorochrome (vert). Les membranes sont visualisées avec un anticorps anti-HLA de type I 
(rouge). L'observation des DCs à 4 °C constitue le contrôle. B. DCIR est marqué en vert et le compartiment lysosomal est 
visualisé grâce à des anticorps anti-LAMP-1. DCIR est internalisé et se situe dans le compartiment lysosomal à 37 °C 
(flèche verte) [116].  

 

Dans la même continuité, DCIR est décrit dans la littérature comme impliquée dans certaines 

maladies auto-immunes. En effet, il est observé, chez la souris déficiente en mDCIR2, une 

inflammation des glandes salivaires, une enthésiopathie (une maladie touchant les insertions capsulo-

ligamentaires) et de l'arthrite causée par une diminution des expansions des DCs [120] [121].  

Le récepteur est retrouvé abondamment dans les articulations chez les patients souffrant de 

polyarthrites rhumatoïdes [122] [121]. Cependant, aucun ligand endogène impliqué dans ces 

fonctions n'a été identifié pour DCIR à l'heure actuelle.  

>"W"U"!" A)6'.)'6,+3,+HGQ?+

Le CRD de DCIR possède l'ensemble des éléments conservés du CRD des CLRs. Le motif EPS 

suggère une capacité à reconnaître les sucres de type Man et Fuc comme le motif EPN [42] [123] 

[124]. 

Les analyses structurales portées sur hDCIR se sont faites, dans un premier temps, en comparaison 

avec la structure de mDCIR2 résolue par Nagae et al [125]. L'alignement des séquences des 

mDCIR2 avec hDCIR montre une forte homologie avec 51.7% d'identité (Figure 2.24). 

Les similitudes résident dans la présence de 2 hélices α et de 7 brins β (Figure 2.24). De plus, la 

formation des 3 ponts disulfures entre les cystéines 107-118, 136-229 et 204-221 est retrouvée. À 

l'inverse, la différence majeure entre mDCIR2 et hDCIR est le motif de reconnaissance des sucres 

qui diffère d'un acide aminée, EPN et EPS respectivement [125]. 
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Figure 2.24: Alignement de séquences des CRDs de hDCIR, mDCIR, mDCAR1, hBCA2 et 
DC-SIGN 

Les cystéines impliquées dans la formation des ponts disulfures sont encadrées et reliées entre elles par un trait noir. Le 
motif de reconnaissance des sucres est également encadré. La structure secondaire est prédite par des flèches noires [125]. 

 

De plus, comme illustrée sur la Figure 2.25, les deux sites actifs de mDCIR2 et DC-SIGN sont très 

similaires. La superposition des deux CRDs révèle que la boucle reliant le brin β3 et le brin β4 de 

mDCIR2 est relativement plus longue et dirigée vers le site de fixation des sucres (Figure 2.25B).  

La fixation du ligand sur mDCIR2 est, comme pour DC-SIGN, faite grâce à la coordination des 

groupes OH en position 3 et 4 du Man avec le calcium du site actif. Par conséquent, il semblerait que 

hDCIR possède le même mode de liaison.

 

Figure 2.25: Comparaison structurale des sites actifs de mDCIR2 et de DC-SIGN 
A) Superposition des sites actifs de mDCIR2 CRD (cyan) et de DC-SIGN CRD (rose). La boucle β3-β4 est représentée à 
droite du rectangle rouge. B) Représentation de l'interaction du ligand mannose avec le calcium dans le site actif de 
mDCIR2. Les groupements OH (électronégatifs) sont symbolisés en rouge, les groupements électropositifs en rouge. Les 
liaisons sont symbolisées par des pointillés rouges [125]. 
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En fin de ma 3ème année de thèse alors que je menais des essais de cristallogenèse, la structure de 

hDCIR co-cristallisée avec un N-glycane a été publiée par le même auteur [126]. Voici présenté les 

caractéristiques principales de hDCIR CRD : 

Deux Ca2+ sont visualisés sur la Figure 2.26A. Un est impliqué dans le site actif primaire (site n°2) et 

le second correspond au site n°4 (Figure 1.9) qui a un rôle structural dans le bon repliement du CRD 

des CLRs.  

Concernant la liaison avec le ligand, DCIR interagit avec le motif disaccharide GlcNAc(β1-2)Man, 

communément retrouvé dans les branches N-glycanes. La liaison du Man, comme pour mDCIR2, est 

faite grâce aux liaisons de coordination entre les groupes OH en position 3 et 4 et le calcium du site 

actif. Pour contribuer à cette interaction, le groupe OH en position 6 du Man est également impliqué 

dans une liaison hydrogène avec l’Arg194. 

De plus, la Ser197, acide aminée retrouvé dans le motif EPS typique de hDCIR, montre clairement 

son implication avec le calcium du site actif (Figure 2.26B). 

 

 

Figure 2.26: Structure de hDCIR CRD co-cristallisée avec GlcNAc(β1-2)Man 
A) Structure de hDCIR CRD co-cristallisé avec le disaccharide GlcNAc(β1-2)Man. B) Structure du site actif primaire. Les 
liaisons de coordinations et liaisons hydrogènes sont représentées par des pointillés rouges. Le calcium est représenté par 
une sphère jaune [126]. 
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Les ligands reconnus par hDCIR n’ont pas encore été clairement décrits dans la littérature. 

Cependant, DCIR a été identifié comme étant un facteur d'attachement au VIH à la surface des DCs 

[127] et au HCV à la surface des pDCs via la glycoprotéine E2 [115]. 

Concernant le VIH, des travaux montrent que DCIR interagit plus fortement avec la glycoprotéine 

gp140 du VIH qu’avec gp120 [124]. Après cette phase de reconnaissance, DCIR est capable de 
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l'internaliser, et de le transmettre aux LTs CD4+ (trans-infection) mais aussi d'augmenter la 

réplication des virions dans les DCs (cis-infection) [127] [128]. Ce processus requiert à la fois la 

transduction du signal induit par le motif intra-cellulaire ITIM et le domaine Neck de DCIR [127] 

[128]. De plus, le rôle de DCIR dans l'infection par le VIH a été comparé à celui de DC-SIGN. Il 

s'avère que DCIR joue un rôle accessoire dans la capture et le transfert du VIH par rapport à son 

prédécesseur DC-SIGN [129].  

Dans la finalité de bloquer cette interaction, des travaux préliminaires de Lambert et al sur le 

développement d’inhibiteurs ont été fait et ont montré une diminution de l’infection par le VIH 

[130].  

 

Outre l'interaction avec des pathogènes, DCIR reconnaît des ligands endogènes, grandement 

influencée par l'état de glycosylation de DCIR. En effet, la N-glycosylation présent sur l’Asn185 

affecte la reconnaissance des ligands pour DCIR et la phosphorylation de son domaine ITIM [131]. 

 

Comparé à DC-SIGN qui possède un large spectre de reconnaissance des oligosaccharides, DCIR  

reconnaît le mannotriose, le sulfo-LeA, le LeB et des branches N-glycanes (épitope 

GlcNAc(ß1-2)Man). À l'heure actuelle, aucun partenaire glycosylé n'est encore identifié mais DCIR 

a montré des capacités de reconnaissance des glycosylations présentes à la surface des kératinocytes 

[124]. 

 

Après avoir étudié en détail le mode de liaison des sucres avec le site actif de différentes lectines, le 

développement de ligands inhibant l’interaction entre les oligosaccharides naturels et les lectines est 

décrit dans la partie suivante.  



  70 



3. Etudes des interactions multivalentes entre lectines et sucres 

71 71 

K" X)'3,1+3,1+%(),62.)%/(1+&'7)%D27,(),1+,()6,+7,.)%(,1+,)+

1'.6,1+

K"!" +X.9,77,+3$2==%(%)*++

L’étude des interactions des sucres avec les lectines s’inscrit dans un cadre de caractérisation du 

ligand pour son site d'action. L'affinité d'un récepteur est exprimée par la constante de dissociation du 

complexe appelé KD, dont la valeur varie entre 10-12 et 10-4 M. Plus la constante est faible, plus 

l'affinité du récepteur pour son ligand est grande.  

Les couples récepteurs membranaires-partenaires et anticorps-antigènes se retrouvent essentiellement 

dans un intervalle d'affinité allant du nanomolaire au picomolaire, voir jusqu’au fentomolaire pour 

l’interaction idéale streptavidine-biotine. 

 

Figure 3.1: Echelle d'affinité de partenaires 

L’interaction entre les récepteurs lectines et les ligands monovalents se situent à des affinités faibles 

et la tendance s'inverse lorsque les ligands sont multivalents. L'affinité des lectines pour leur ligand 

est modulée par le mode de présentation du ligand. L'existence de ligands multivalents pour les 

lectines oligomérique permet d'introduire le concept d'avidité.  

K">" X.9,77,+3$2D%3%)*Y+3,+72+&/(/D27,(.,+Z+72+&'7)%D27,(.,+

Dans les systèmes biologiques, les interactions faibles entre récepteurs et ligands sont 

nombreuses. L'activité biologique est souvent guidée par une multitude de ces interactions faibles 

grâce à un mode de fixation cumulatif. Les affinités décrivent généralement une interaction d'un 

ligand monovalent avec son récepteur, le terme avidité est utilisé dans un contexte prenant en compte 
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les interactions multivalentes. Les interactions lectines-sucres reposent sur de multiples points 

d’accroches qui permettent d’augmenter l’affinité entre un sucre et son récepteur. 

Cet effet d'avidité a été clairement établit par Lee et al [132], dans le cas de la lectine Ashwell. 

Cette lectine est capable de reconnaître spécifiquement les galactoses ou N-acetylgalactosamine 

terminaux. L'affinité d'une antenne libre avec un galactose terminal a été estimée à 10 -3 M, tandis 

que les sucres bi-antennaires ont une affinité proche de 10 -6 M pour la lectine. Les formes tris et 

tétra-antennaires atteignent des affinités fortes de l'ordre de 10 -9 M. 

Face à ce gain d’affinité dû à la multi présentation d’oligosaccharides, Whitesides et al [133] 

ont défini un paramètre nommé facteur d’avidité β permettant d’exprimer l’amélioration de l’affinité 

d’un ligand multivalent par rapport à une référence monovalente. Ce facteur d’avidité est la 

résultante des différents mécanismes d’interactions potentiellement observés entre un partenaire 

multivalent et une protéine oligomérique. 

K"K" H%==*6,()1+&*.2(%1&,1+3$%(),62.)%/(1+

Les composés multivalents interagissent par différents mécanismes avec les lectines multimériques. 

L'ensemble de ces mécanismes n’existe pas individuellement mais ils se succèdent par un 

phénomène de compétition entre eux, la constante d'association est alors modifiée [134].  

Ces modes d'interactions multiples sont détaillés ci-dessous entre un ligand multivalent et une 

protéine multimérique (Figure 3.2) : 

K L'effet Réassociation (A) : 

La pré-organisation spatiale des ligands augmente la concentration locale du ligand. Cette forte 

densité de ligand à proximité du site actif conduit à un effet de réassociation statistique [135]. 

K L'effet Cluster (B) : 

Ce mécanisme d’interaction correspond à l’association d’un partenaire multivalent sur deux sites 

actifs de deux protéines voisines. 

L'effet cluster est souvent rencontré lorsque les lectines sont ancrées dans la bicouche lipidique ou 

immobilisées sur une surface. Les récepteurs ont tendance à se rapprocher pour se lier aux ligands 

multivalents [136].  

K L'effet Chélate (C): 

Les sites actifs d'une lectine homomultimérique peuvent interagir simultanément avec plusieurs 

ligands d'une molécule multivalente. Ce mécanisme est l'un des plus convoité dans le développement 

de composé multivalent puisque il produit des effets d'avidité vertigineux [137]. 

K L'effet association par un site complémentaire (D) : 

Un second site de fixation d'affinité et de spécificité différente du site actif peut s'associer avec un 

ligand hétérobivalent [138]. 
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A : Effet réassociation B : Effet cluster 

 

 

C : Effet chélate D : Effet association par un site complémentaire 

 
 

Figure 3.2: Les différentes interactions multivalentes 
Interaction entre un partenaire multivalent et une protéine multimérique : A) par phénomène de réassociation. B) par 
concentration des récepteurs à la surface ou effet cluster. C) par pontage de deux sites actifs, dénommé effet chélate. D) par 
l'association d'une sous unité complémentaire d'un site secondaire [134]. 
 

K"U" Q(9%E%)%/(+3,+7$%(),62.)%/(+HG:AQTS[+B0!>\+3'+OQR+

K"U"!" H*D,7/00,&,()+3$%(9%E%),'61+0/'6+HG:AQTS+

Les mannoses terminaux de gp120, issus des structures hautement mannosylées (Man)9(GlcNAc)2, 

constituent l'épitope principal pour DC-SIGN (Figure 3.3) [139]. Le développement de ligands de 

haute affinité pour cette lectine peut donc être abordé par la synthèse de molécules mimant les 

extrémités terminales dimannose ou trimannose de ces oligomannoses naturels. 

 

 

Figure 3.3: Surface glycosylée de gp120 et motifs hautement mannosylés 
A) Cliché de microscopie électronique de VIH. Les glycosylations de gp120 sont situées sur la membrane externe du virus. 
B) La surface glycosylée de gp120 est divisée en deux régions: les glycanes hautement mannosylés (vert) et complexes  
(rouge). C) Représentation de la structure oligosaccharidique Man9 GlcNAc2 avec 3 ramifications identifiées par les lettres 
D1, D2 et D3 [139]. 

 

Par ailleurs, le Fuc, présent dans le LeX
  (Galβ(1-4)[Fucα(1-3)]GlcNAc), est également un épitope du 

site actif de DC-SIGN. Des dérivés glycomimétiques possédant une ancre fucosylamide sont des 
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antagonistes relativement efficaces pour DC-SIGN où le galactose et le GlcNAc sont mimés par des 

dérivés de cyclohexanes [140]. Des exemples de mimes de disaccharides ou trisaccharides sont 

présentés dans le Tableau 3.1. 

En parallèle à ce développement de glycomimétique, des criblages de molécules organiques à haut 

débit ont permis d’identifier de bons composés ayant des affinités pour DC-SIGN de l’ordre du 

micromolaire [141]. Plusieurs quinoxalinones atteignent même des affinités inférieures au 

micromolaire [142] (Tableau 3.1). 

catégorie Structure IC50 déterminé par 
* SPR 

** test cellulaire 
*** test par fluorescence 

* test ELLA  
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   32 µM *** 
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[142]  

 

A
N

T
A

G
O

N
IS

T
E

S
 D

E
 D

C
-S

IG
N

 

G
L

Y
C

O
M

IM
E

T
IQ

U
E

 

  

 

470 µM* [144]  
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[145]  

 

350 µM* [140]  

 

6.86 µM* [146]  
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K"U">" +#,1+3%==*6,(),1+06*1,()2)%/(1+&'7)%D27,(),1+

L'optimisation de structures monovalentes constitue un succès dans le développement d'inhibiteur 

pour DC-SIGN. Cependant, cette approche est complexe en raison de l’architecture de ces sucres. 

Reproduire la valence naturelle, la topologie et la densité de présentations des oligosaccharides 

s'avère être un obstacle important. De nombreuses approches rationnelles et concepts [148] ont 

émergés ces dernières années avec la génération de structures de présentations multivalentes ciblant 

les lectines. Les affinités obtenues sont désormais a l’échelle du nanomolaire [149]. Il existe un large 

éventail de glycoconjugués présentant des valences variées et des propriétés topologiques différentes 

répertoriés dans le Tableau 3.2 [134].  

 

 Glycoclusters Glyco-

dendrimères 

Glyco-polymère Glyco-
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Néoglycoprotéine 

Néoglycopeptides 
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Tableau 3.2: Les différents types de glycoconjugués multivalents 
Adapté de [134] 

 

Les glycoclusters sont capable de présenter un nombre restreint mais contrôlé de sucres ou dérivées 

de sucres. Leurs structures permettent d'orienter la présentation de ligands et rationnaliser les 

différents mécanismes d’interactions potentiellement observés [148]. Le cluster peut être de 

différentes natures de type calixarènes ou lipidique [149] [150]. 

Concernant les glycodendrimères, ils sont composés de plusieurs générations de branchements, 

responsables de leur forme sphérique. Le nombre de ligands greffés sur les dendrimères est élevé et 

peut être contrôlé selon la stratégie de synthèse utilisée. De nombreuses études se sont portées sur le 

développement de ces composés pour inhiber des interactions entre pathogènes et récepteurs lectines 

[151] [152]. 

Structure IC50 déterminé par 
* SPR 

** test cellulaire 
*** test par fluorescence 

* test ELLA  

publications 

 

 

3.2 mM* [147]  

Tableau 3.1: Exemples d'inhibiteurs dirigés contre DC-SIGN [134]  
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Des valences hautes sont également observées avec les glycopolymères mais le nombre de point 

d'accroche est difficilement contrôlé. Cependant, ces derniers possèdent des capacités d’inhibitions 

très fortes [153]. 

Les glyconanoparticules, peuvent également fournir des valences élevées, de 50 à 150 résidus. Ces 

derniers ont suivis des développements rapides tournés vers des applications biologiques et 

notamment ils peuvent être utilisés comme modèle d’agents infectieux [154].  

Une autre catégorie audacieuse de glycoconjugués est répertorié et consiste en la conjugaison de 

motif glycosidiques sur des positions spécifiques de protéines [155]. 

Pour finir, la dernière structure multivalente présentée est basée sur des points d'accroches des sucres 

sur des séquences d'acides nucléiques. Ce mode d'architecture peut être utilisé pour des criblages de 

ligands contre DC-SIGN [156].  

Quelques exemples de structures multivalences dirigés contre DC-SIGN sont présentés dans le 

Tableau 3.3. 

catégorie Structure valence 

IC50/ KD déterminé par 
* SPR 

** test cellulaire 
*** test par fluorescence 

* test ELLA 
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Structure 
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Tableau 3.3: Exemples de néoglyconjugués dirigés contre DC-SIGN [134] 
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Notre laboratoire, en partenariat avec des collaborateurs chimistes, travaille sur le développement 

d'inhibiteurs de type glycomimétique depuis de nombreuses années.  

La synthèse et l'optimisation de ces composés sont assurées par le groupe du Pr. Anna Bernardi 

(Università degli Studi, Milano, Italie), collaborateurs chimistes de notre équipe depuis plus de 6 ans. 

L'utilisation du monosaccharide naturel (Man ou Fuc) constitue la structure de base dans le 

développement de ces glycomimétiques [144].  

Le but recherché est d'obtenir un composé, dénommé « chef de file », capable d'atteindre des affinités 

basses et une haute sélectivité pour DC-SIGN. Certains de ces composés ont obtenus de très bons 

résultats in vitro vis à vis de leurs activités antivirales contre le VIH et Ebola [145] [160]. 

Deux composés majeurs se sont démarqués par leur bonne affinité pour DC-SIGN : le pseudo 

mannoside (PsDi) et le pseudo trimannoside (PsTri).  

Des formes multivalentes du PsTri ont une activité inhibitrice anti-Ebola [160]. Malgré son fort 

pouvoir inhibiteur, il a été montré que le PsTri n'interagissait pas de manière conventionnelle. Les 

travaux de Sutkeviciute et al [168] ont montré que ce ligand pouvait reconnaître simultanément deux 

deux tétramères de DC-SIGN [168]. La synthèse non optimale et le mode fixation non souhaité de 

PsTri ont conduit les équipes engagées dans le développement de glycomimétiques à se focaliser sur 

l'optimisation du PsDi.Voici représenté ci-dessous, le PsDi chef de file mimant le disaccharide 

naturel Manα1-2Man. Le criblage de substituant au niveau des esters méthyliques, a donné lieu à une 

2nd génération de glycomimétique avec le Man030 [159].  

Le passage de la 1er génération à la 2nd génération a amélioré à la fois son affinité pour DC-SIGN 

(passage d’un IC50 de 900 µM à 350 µM) ainsi que sa sélectivité par rapport à la reconnaissance 

d’une autre CLR, la langerine (amélioration de la sélectivité d’ un facteur 1.5 à 7) [159] (Figure 3.4). 

 

Disaccharide naturel 

 

 

1er génération 

PsDi 

 

2ème génération 

Man030 

 

       

 

   IC50= 900 µM 

 

 

  

IC50= 350 µM 

Figure 3.4: Optimisation de glycomimétiques à partir d'un disaccharide naturel [159] 
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Le développement d’antagonistes de DC-SIGN est le sujet majeur de notre équipe. Les investigations 

sont menées en collaboration avec des groupes de chimistes incluant le groupe du Pr. Anna Bernardi 

(Università degli Studi, Milano, Italie) concernant l’optimisation de glycomimétique et Javier Rojo 

(Instituto de Investigaciones Quimicas, Sevilla, Espagne) en charge du développement de 

dendrimères. 

L’efficacité des composés pour interagir avec DC-SIGN est évaluée par notre équipe majoritairement 

par résonance plasmonique de surface (SPR). Pour cela, notre équipe a établi et développé la 

production et la purification de lectines recombinantes comme DC-SIGN, la langerine et la MGL. 

Ces lectines sont utilisées pour des études fonctionnelles (criblage de sucres ou dérivés) et 

structurales des sites actifs dans le but de développer des glycomimétiques et de participer 

activement à l’approche de "drug design" rationnel.  

 

Avant mon arrivée, les tests de compétition par SPR ont permis d’identifier des glycomimétiques 

« chef de file » pour DC-SIGN mais faiblement sélectif pour ce dernier puisque ces composés sont 

également reconnus par la langerine.  

Par ailleurs, des travaux préliminaires sur l’étude de structures multivalentes de type dendrimères 

portant des ligands naturels ou des glycomimétiques ont été fait pour DC-SIGN. Ce mode de 

présentation multivalent génère une faible avidité des composés pour sa cible. Tout de même, 

l’affinité des composés les plus intéressants a été testée, dans un second temps,  par interaction 

directe (SPR) pour déterminer une constante d’affinité (KD). Cependant, l’étude d’interactions 

multivalentes ne répond à aucun modèle d’interaction proposé et des problèmes d'interprétations sont 

rencontrés. 

 

Le sujet principal de ma thèse découle de la continuité du développement d’antagonistes hautement 

actifs et sélectifs pour DC-SIGN. L’accent est porté tout particulièrement sur le « drug-design » 

rationnel avec l’étude des modes d’interactions entre les composés multivalents et DC-SIGN.  

Les objectifs de cette thèse sont mentionnés ci-dessous : 

 

1. A la recherche de la structure de présentation optimale… 

- Cribler différentes natures de composés multivalents par test SPR (IC50) et évaluer leur 

facteur d’avidité (ß). 

- Etudes des composés par interaction directe (détermination d’un KD app par un modèle steady 

state affinity) et caractérisation des phénomènes observés par SPR. 
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- Compréhension des mécanismes moléculaires responsables de l’avidité grâce à l’étude de 

composés multivalents générant une forte avidité pour DC-SIGN. 

- Evaluation de la sélectivité, à l’égard de DC-SIGN, de composés multivalents 

fonctionalisés par des glycomimétiques Man030. 

 

Les structures multivalentes testées proviennent de différents laboratoires et sont mentionnées, dans 

le Tableau 3.4, ci-dessous:

Groupe/équipe 
nature des 
composés 

multivalents 
valence ligand 

 
structures 

     

Groupe d'Anna 

Bernardi, Università 

degli Studi, Milan 

Dendrimères 

 

6-9 

 

Psdi 

Man030 

 

 

RODs 2-6 

Psdi 

Man030 

 

 

 

Equipe d’Olivier 

Renaudet 

Université de 

Grenoble

Cyclopeptides 

 

4-16 

D-Mannose 

Psdi 

Man030 

 
 

Cyclopeptides/ 

dendrimères 

4-16 

D-Mannose 

Psdi 

Man030 

  

Equipe Mohammed 

Benazza, LG2A 

FRE Amiens 

Calixarènes 4 
D-Mannose 

L-Fucose 

 

Tableau 3.4: Ensemble des collaborations sur le projet multivalence 
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2. En quête d’un glycomimétique hautement sélectif… 

-  Comprendre les déterminants de sélectivités entre DC-SIGN et la langerine 

- Caractériser le mode de reconnaissance des ligands sulfatés pour la langerine par 

cristallographie et SPR 

- Synthétiser un glycomimétique de nouvelle génération 

- Estimation de l’affinité et de la sélectivité de ce nouveau ligand par SPR et ITC. 

 

3. Etude de l’interaction naturelle gB/ DC-SIGN 

 En parallèle au développement et la caractérisation de ligands multivalents et sélectifs pour 

DC-SIGN, l’étude de l’interaction naturelle de la glycoprotéine gB du CMV avec DC-SIGN a permis 

d’atteindre les objectifs suivants : 

- Comprendre l’implication des différents types de glycosylations dans l’interaction 

gB/DC-SIGN 

- Evaluer la capacité de la langerine à reconnaître également ces glycosylations 

 

4. Caractérisation d’une nouvelle lectine : DCIR 

En complément de ce travail basé sur l’étude des interactions ligand-lectines et centré sur le couple 

DC-SIGN/langerine, un travail de caractérisation biochimique et structurale a été fait avec la 

production d’une nouvelle lectine de type-C (DCIR), impliquée également dans l’infection par le 

VIH. Les objectifs recherchés pour DCIR sont : 

- Produire et purifier DCIR CRD et DCIR ECD 

- Identifier les ligands saccharidiques spécifiques à cette lectine 

- Connaître son état oligomérique et aborder sa caractérisation structurale pour identifier de 

nouveaux ligands 

- Développer des lectines artificielles multivalentes  
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Le dichroïsme circulaire (CD) est utilisé pour l'étude de la structure secondaire (hélices α, feuillets β) 

de protéines en solution. La technique repose sur la capacité des structures optiquement actives 

d'absorber de façon inégale la lumière polarisée circulairement à droite de la lumière polarisée ou 

circulairement à gauche. Grâce à un spectropolarimètre JASCO J-810 CD, les différentes structures 

secondaires sont caractérisées par une signature spectrale typique (Figure 4.1). 

 

Figure 4.1: Représentation des différents spectres CD  
A gauche, les hélices α sont représentées par un trait noir fin, les feuillets β par un trait noir discontinu et les formes 
aléatoires par un trait noir épais. Extrait de http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/6a.html. L'ellipticité 
molaire par résidu θ (deg.cm2. mol-1) est calculée à partir du signal CD (mdeg), la longueur de la cuve l (cm), la 
concentration molaire de la protéine (M) et le nombre d'acide aminé Naa .  
 
Le spectropolarimètre est équipé d'un contrôleur de température (système Peltier) permettant de 

réaliser des spectres CD à 20°C, accumulés 5 fois. Après soustraction du blanc, le signal CD (mdeg) 

est converti en ellipticité molaire par résidu deg.cm2.dmol-1 (Figure 4.1). La préparation des 

échantillons est détaillée dans la partie 5.3.2. 

Ellipticité θ[ ] =
0.1(CDsignal )

l⋅ C⋅ Naa
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L'ultracentrifugation analytique (AUC) est une technique biophysique qui caractérise les espèces 

dispersées. La migration des espèces est suivie au cours de l'expérience par l'absorbance à 280 nm 

ou/et par interférence. La masse moléculaire, la forme, les dimensions, la densité des espèces 

présentes ainsi que leurs interactions entre elles peuvent être évaluées par AUC. 

La centrifugation à grande vitesse (600 000 g) permet de faire sédimenter les particules dans les 

cellules en fonctions de leur masse. La force de sédimentation Fsed, subie par une particule de masse 

m située à une distance d’un axe A autour duquel la particule tourne avec une vitesse angulaire ω, 

correspond à la force centrifuge (mω2
r) qui s’exerce sur la particule soustraite à la force due au 

déplacement de la solution par la particule (Vpρω
2
r ou poussée d'Archimède). 

 

Figure 4.2: Principe de l'AUC 
Visualisation d'une cellule d'ultracentrifugation analytique à t=0 min et à l'instant t. Les particules sédimentent autour d'un 
axe A. Les équations (1), (2), (3) et (4) sont détaillées dans le texte ci-dessous. 
 

Cependant, le déplacement d’une particule à travers une solution est contré par la force de friction 

entre la particule et la solution (Ffriction ou Force de friction). Cette force est la résultante de la vitesse 

de migration v de la particule et le coefficient de friction f qui est calculé à partir de la vitesse de 

diffusion. Sous l'influence d'une force centrifuge, une particule va accélérer jusqu'à ce que toutes les 

forces soient contrebalancées, l'équation (1) devient égale à l'équation (2) et l’état stationnaire est 

atteint. 

La détermination de la masse moléculaire des espèces présentes en solution implique la notion du 

volume d'une particule Vp qui dépend de sa masse molaire M (M=mN avec N la constante 

d'Avogadro 6.02 X 1023) et du volume partiel spécifique de la particule . En substituant m et Vp 

dans l'équation (1) par ces nouveaux paramètres, l'équation (3) est obtenue. En isolant les paramètres 

ω et r, on obtient une relation uniquement dépendante des propriétés de la protéine, définie par le 

coefficient de sédimentation s, exprimé en unité 10-13 secondes ou unité de Svedbergs (s). La relation 

v

(2) F friction = v f

(3) v f =

M 1− vρ
− 

 
 

 

 
 ω 2

r

N

(4) s =
v

ω 2
r

=
1

ω 2

d ln r

dt

 

 
 

 

 
 =

M(1− vρ)
−

Nf
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(4) indique qu’il sera possible de déterminer la masse d’une particule, à partir de son coefficient de 

sédimentation s et de son coefficient de friction f. 

 

U">" +I*)9/3,1+ 0/'6+ 72+ .262.)*6%12)%/(+ 3,+ 7$%(),62.)%/(+ 7,.)%(,1[+
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La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique biophysique qui permet de visualiser 

une ou plusieurs interactions entre des molécules (protéine-protéine, ligand-protéine, etc...) en temps 

réel.  

Une des molécules, le ligand, est immobilisée sur une surface, généralement recouverte de dextran. 

Le second partenaire, l'analyte, est injecté dans le système. Lorsque l'analyte se lie au ligand ou s’en 

dissocie, un changement de l’indice de réfraction (θ) à la surface de la puce se produit. Ce 

changement induit une modification de l'angle de réfraction de la lumière au niveau de la surface d'or 

sous-jacente (Figure 4.3). La variation de l'angle est détectée par le système BIAcore et enregistrée 

par le logiciel de contrôle BIAeval sous forme d’unités de résonance (RU).  

Les injections successives d’une série de concentrations de l'analyte génèrent des sensorgrammes 

représentant le signal obtenu en fonction du temps. Les courbes sont ensuite utilisées par des 

algorithmes d’ajustement comparant les données brutes avec des courbes typiques de modèles de 

liaison moléculaires bien connus. Dans ce projet de thèse, plusieurs modèles sont utilisés : le modèle 

steady state affinity, le modèle 4-parameter logistic et le mode Kinetic du type 1:1. Les ajustements 

obtenus permettent de déterminer la valeur de certaines constantes thermodynamiques, dont les 

constantes d’association (ka), de dissociation (kd), la constante d’équilibre (KD), la concentration 

d'inhibition médiane (IC50) ou la concentration efficace médiane (EC50). 

 

-Détermination des IC50  par le modèle 4-parameter logistic 

Pour des petites molécules possédant des affinités faibles (supérieures à la centaine de micromolaire) 

pour les lectines, il est nécessaire d'utiliser une approche indirecte pour estimer une affinité. Les tests 

d'inhibitions compétitifs mis en place permettent de déterminer l'IC50. 

Le principe est exposé, ci-dessous, dans la Figure 4.3. Les surfaces sont fonctionnalisées avec de la 

BSA mannosylé (BSA-Man). Puis, plusieurs co-injections successives sont réalisées avec une 

concentration fixe de récepteur couplée à des concentrations croissantes de ligands. La préparation de 

la surface et des échantillons sont détaillées dans la partie 5.5.1.1. 
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Figure 4.3: Test d'inhibition par compétition
Adapté de [134] 

 

L'obtention du sensorgramme avec différentes concentrations de petites molécules ou inhibiteurs à 

une concentration fixe de récepteur est visualisée sur la Figure 4.4. Les valeurs maximales des 

plateaux, obtenues à l'équilibre,  appelé Req, sont converties en pourcentage d'activité du récepteur 

avec 100% d'activité correspondant au Req de l'échantillon injecté sans inhibiteur. L'activité résiduelle 

du récepteur est représentée en fonction de la concentration de l'inhibiteur (Figure 4.4).  

 

Figure 4.4: Sensorgramme et modèle d'ajustement de la courbe d'inhibition. 
Les signaux obtenus pour les différentes concentrations d'inhibiteurs avec une concentration fixe de récepteurs sont 
visualisés sur le sensorgramme (à gauche). La courbe d'inhibition (au centre) est obtenue grâce au modèle 4-parameter 

logistic dont les formules du modèle sont explicités en (1) et (2) (à droite). Residual activity (Res. act.) = activité résiduelle 
du récepteur; Rhi=valeur maximal de y de la courbe; Rlo=valeur minimal de y de la courbe; A1=valeur de x correspondant au 
milieu de la partie linéaire de la courbe; A2=pente de la partie linéaire de la courbe. 
 

La valeur de l'IC50 est calculée avec le logiciel BIAeval à partir de la courbe d'ajustement obtenue 

avec le modèle 4-parameter logistic.  

Pour des composés inhibiteurs multivalents (masse moléculaire > 600 Da) ou des interactions 

protéines-protéines, l'interaction directe est favorisée.  
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-Détermination des KD app par le modèle steady state affinity 

L'interaction directe est rendue possible grâce à l'immobilisation du récepteur à la surface de la puce. 

La particularité de ce mode de fixation est que les récepteurs sont immobilisés de façon orientée, 

avec les sites de reconnaissances des ligands exposés vers le système microfluidique. 

Au préalable, la StrepTactine est immobilisée sur la surface. Puis, le récepteur est reconnu par la 

StrepTactine via une étiquette StrepTagII N-terminale (Figure 4.5). Le détail de la fonctionnalisation 

des surfaces sont mentionnée dans la partie 5.5.1.2. 

 

Figure 4.5: Surface orientée de lectines. 
Adapté de [134] 

 

L'injection de concentrations croissantes de ligands multivalents est visualisée sur la Figure 4.6. Les 

Req obtenus sont reportés sur un graphique en fonction de la concentration de l'analyte à partir duquel 

est modélisée la courbe d'association grâce au modèle steady state affinity (Figure 4.6). La titration 

de ligands multivalents permet de déterminer un KD "apparent. Les valeurs de KD présentées dans ce 

manuscrit de thèse correspondent à des KD apparent associées à une surface. Les affinités de composés 

obtenus peuvent être comparées pour une même  surface. 

 

Figure 4.6: Sensorgramme et courbe d'association par le modèle steady steate affinity 
Les signaux obtenus pour les différentes concentrations d'inhibiteurs multivalents sont visualisés sur le sensorgramme (à 
gauche). La courbe d'association (au centre) est obtenue grâce au modèle steady state affinity dont les formules du modèle 
sont explicités en (1) et (2) (à droite). Req = réponse relative (RU) au plateau à une concentration donnée, Rmax = réponse 
relative (RU) au plateau à la concentration la plus élevée ; Ka=constante d'association; KD=constante de dissociation; C= 
concentration de l'analyte; n=rapport stœchiométrique entre le ligand et le récepteur, n=1 pour l'équation (2). 
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L'ITC (Isothermal Titration Calorimetry) est une technique capable de déterminer les paramètres 

thermodynamiques de l’interaction entre un ligand et un récepteur. Le Nano Isothermal Titration 

Calorimeter Low Volume (Nano ITC LV™) mesure le transfert thermique durant la liaison 

permettant ainsi une détermination précise des constantes de dissociation (KD), de la stœchiométrie 

(n), de l'enthalpie (∆H) et de l'entropie (∆S) de la réaction. La superficie de chaque pic est ensuite 

intégrée et est reportée sur un graphique en fonction du ratio ligand/protéine. La courbe de titration 

qui en résulte peut être modélisée à partir d’un modèle de liaison permettant de déduire l'affinité 

(KD). Le rapport molaire pris au centre de l'isotherme de liaison donne la stœchiométrie de la 

réaction. Le tracé représenté ci-dessous montre un exemple de réaction de liaison 1:1. 

 

Figure 4.7: Principe de la calorimétrie 
Schématisation de l'ITC avec les cellules de référence et d'échantillon. Le ligand est contenu dans la seringue d'injection (à 
droite). Les mesures sont effectuées à température constante. La courbe de titration est obtenue après plusieurs injections du 
ligand dans la cellule d'échantillon. Les aires des pics sont intégrés et représentés en fonction du ratio ligand/ protéine 
[134]. 
 

Cette technique thermodynamique est très sensible. La titration de ligand dans une solution de 

protéine requiert une adéquation parfaite des tampons présents dans les deux compartiments 

(seringue et cellules). De plus, l'ITC est capable d'investiguer le type d’interaction existante entre le 

ligand et la protéine sans nécessité d'immobiliser un des deux partenaires.  

La concentration de ligand utilisée dans la seringue d'injection est calculé à partir de l'équation (1) 

(Figure 4.7). La valeur c doit être compris entre 1< c <1000 [169].  

Après l'obtention d'une courbe de titration et la détermination des paramètres thermodynamiques par 

le logiciel nanoAnalyse 2.20 TA, le type d'interaction peut être évalué. D'après la Figure 4.8 (à 

gauche), dans la condition A, la liaison est faite par des liaisons hydrogènes (favorable) mais 

l'interaction engendre une entropie défavorable causée par une diminution de degré de liberté du 

ligand ou de la protéine lors de l'interaction. En B, l'interaction est dominée par des interactions 

hydrophobes. La dernière situation, en C, représente l'association des interactions hydrophobes et les 

liaisons hydrogènes participant à l'interaction ligand/protéine. 



4. Principes 

91 91 

                      

Figure 4.8: Valeurs thermodynamiques obtenues par ITC 
Histogramme de 3 modes d'interactions possible (A, B et C) entre un ligand et une protéine (à gauche). En bleu, l'énergie 
libre de Gibbs (∆G); en vert, l'enthalpie (∆H); en rouge, l'entropie et la température (-T∆S) sont les vecteurs dont la 
résultante guide l'interaction vers une interaction favorable ou non. Extrait de 
http://bcmp.med.harvard.edu/sites/bcmp.med.harvard.edu/files/facilities/ITC200%20training. Les équations (à droite) 
mentionnent: le calcul de la concentration initial du ligand. M, KD et n correspondent respectivement à la concentration de 
la protéine, en mol.L-1, la constante de dissociation estimée par d'autres techniques biophysiques et n le rapport 
stœchiométrique entre le ligand et la protéine. L'équation (2) et (3) correspondent aux équations thermodynamiques avec 
l'énergie libre de Gibbs (∆G), l'enthalpie (∆H), l'entropie (∆S), la température (T. en °K, 293.15 °K), la constante des gazs 
parfaits (R= 8,3144621 J⋅mol-1⋅K-1). 

(1) c =
M[ ]
K

D

• n

(2) ∆G = RT lnK
D

(3) ∆G = ∆H −T∆S
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Les trois souches d'E.Coli utilisées dans ce projet de thèse sont les cellules TOP10, BL21 et 

BL21(DE3). Elles sont utilisées pour la biologie moléculaire (TOP10) et la sur-expression des 

protéines recombinantes (BL21 et BL21(DE3)). Le protocole de transformation des cellules 

bactériennes compétentes TOP10 consiste à:  

! Dans la glace, 1 µL de ADN plasmidique est ajouté à 200 µL de Top10. Homogénéiser 

délicatement et incuber 30 min. 

! Choc thermique 45 secondes à 42°C puis retour dans la glace. 

! Ajouter 1mL de SOC (Super Optimal broth with catabolite repression) et incuber 1 heure 

à 37 °C. 

! Centrifuger pendant 5 minutes à 4500 rpm à température ambiante 

! Retirer délicatement le surnageant et laisser un petit volume du surnagant au fond du 

tube. Resuspendre le culot avec le volume résiduel de surnagant 

! Etaler sur une boite de pétri (contenant l'antibiotique adapté) les bactéries re-suspendues 

et incubés toute la nuit à 37°C. 

! Sélectionner un clone de la boite de pétri LB-Agar et l'inoculer dans 50 mL de LB (Luria-

Bertani). Laisser pousser toute la nuit à 37°C pour obtenir la pré-culture.  

La préculture est utilisé pour purifier un plasmide (à partir des TOP10) ou pour ensemencer une 

culture afin de sur-exprimer une protéine recombinante dans les BL21 ou BL21(DE3). 

La purification des plasmides est faite à partir du QIAprep Spin kit et la concentration finale est 

évaluée par l'absorbance à 260 nm (A260), sachant que 50 µg/mL d'ADN double brin a une A260 = 1. 

W"!">" A'6:,<06,11%/(+,)+06/3'.)%/(+3,+HG:AQTS+XGH+

Le protocole de sur-expression et la production de DC-SIGN ECD a été établie et optimisé avant ma 

venue dans le laboratoire. La production et la purification de DC-SIGN ECD sont détaillées dans 

Tabarani et al [170]. 
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Le protocole de sur-expression et la production de la langerine a été établie et optimisé avant ma 

venue dans le laboratoire. La production et la purification de la langerine sont détaillées dans [101].  

La protéine naturelle et les mutants K299A et K313A ont été produits au cours de ce travail. 

W"!"U" G7/(2B,+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+A:G?H-+HGQ?+A:XGH+

W"!"U"!" T*(*62)%/(+,)+2&07%=%.2)%/(+3,1+1*;',(.,1+3$%()*6a)+HGQ?+

AbG?H+,)+AbXGH+

Le plasmide pBK-cmv contenant l'ADNc codant pour DCIR (dendritic cell immuno receptor) a été 

donné par Caroline Gilbert de l'Université de Laval [171].  

 

Les séquences ADNc d'intérêt de DCIR ont été obtenues par PCR en utilisant l'ADN codant pour 

DCIR comme matrice et les oligonucléotides synthétiques comme amorces. Les constructions 

moléculaires de DCIR S-CRD et S-ECD incluent les sites de clivages enzymatiques BsaI, Nde1 et 

XhoI ainsi que l'étiquette StrepTagII. Une séquence codant pour le site de coupure au facteur Xa est 

également présent du coté N terminal de la protéine en aval de l'étiquette StrepTagII. 

Les différentes stratégies d'adressage de DCIR dans le périplasme ou dans le cytoplasme conduit à 

cloner respectivement la séquence d'intérêt dans les plasmides pASK6 ou pASK7+, pET20 et 

pET30b. Les amorces forward et reverse pour les différentes constructions sont répertoriées ci-

dessous (Tableau 5.1 et 5.2). 

 

oligonucléotides 
plasmide de 

destination 
Séquence de l'oligonucléotide Tm (°C) 

Forward DCIR S-CRD 
pASK6 

5'ATTAGGTCTCTGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGT

CATTTAGTTC 3' 

73.9 

Reverse DCIR S-CRD 
pASK6 

5'GCAGCAGGTCTCTTATCTCACTTCATCATCTCAC

AAACTGACCTTT 3' 

73.0 

Forward DCIR S-CRD 
pASK7+ 

5'ATTAGGTCTCTGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGT

CATTTAGTTC 3' 

73.9 

Reverse DCIR S-CRD 
pASK7+ 

5'GCAGCAGGTCTCTTATCTCACTTCATCATCTCAC

AAACTGACCTTT 3' 

73.0 

Tableau 5.1 : Amorces pour DCIR S-CRD 
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oligonucléotides 
plasmide de 

destination 
Séquence de l'oligonucléotide 

Tm (°C) 

Forward DCIR S-ECD pASK6 
5'GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCT

TGAAAAAAAG 3' 

71.2 

Reverse DCIR S-ECD pASK6 
5'CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTC

ACAAA 3' 

72.1 

Forward DCIR S-ECD pASK7+ 
5'GCATTAGGTCTCTGCGCCAAAAATATTCTCAGC

TTCTTGAAAAAAAG 3' 

71.2 

Reverse DCIR S-ECD pASK7+ 
5'GCAGCAGGTCTCTTATCTCATAAGTGGATCTTC

ATCATCTCACAAA 3' 

72.1 

Forward DCIR S-ECD 
pET20 

pET-30b 

5'GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCT

TGAAAAAAAG 3' 

66.6 

Reverse DCIR S-ECD 
pET20 

pET-30b 

5'CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTC

ACAAA 3' 

70.5 

Tableau 5.2: Amorces pour DCIR S-ECD 
 

Les oligonucléotides sont dilués successivement à 1 µg/µL avec de l'eau stérile puis à 100 ng/µL 

pour les PCRs, comme indiqués dans le tableau suivant. 

Pour l'amplification des inserts DCIR S-CRD et DCIR S-ECD, le mélange réactionnel PCR est 

préparé comme indiqué: 2 µL d'oligonucléotides forward et reverse à 100 ng/µL sont ajoutés à 4 µL 

de matrice DCIR, 40 µL Mix Phusion High-fidelity PCR Master Mix et 16 µL d'eau stérile. La 

réaction PCR suit le programme suivant (30 cycles répétés de l'étape 2-4): 

• 98°C, 3 minutes " dissociation des ADNs 

• 98°C, 30 secondes " dissociation des ADNs 

• gradient 53°C à 73°C, 1 minute "   phase d'hybridation 

• 72°C, 30 secondes " phase d'élongation 

• 72°C, 5 minutes " phase d'élongation final 

Le produit de réaction est purifié avec le QIAquick PCR Purification Kit comme décrit dans le 

protocole conseillé par l'industriel. L'eau stérile est utilisée pour l'élution.  

Les produits purifiés sont analysés sur un gel agarose 1% dans un tampon de course TAE (40 mM 

Tris, 20 mM acide acétique, 1 mM EDTA) avec 2 µL de Gel Red. 2.5 µL de chaque échantillon, 

mélangé avec 0.5 µL de 6X Orange DNA Loading Dye est déposé sur le gel. 5 µL du marqueur de 

taille "Mass Ruler DNA Ladder Mix" est déposé. 

W"!"U">" Q(1,6)%/(+3,1+1*;',(.,1+3$%()*6a)+HGQ?+A:G?H+,)+A:XGH+

Les séquences d'ADNs amplifiées codant pour DCIR S-CRD, DCIR S-ECD ainsi que les plasmides 

pASK6, pASK7+, pET20 et pET30 sont digérés par les enzymes de restrictions  BsaI, NdeI et XhoI 
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(Fermentas-Thermo Fisher Scientific Inc.). Les traitements enzymatiques sont préparés comme 

illustré dans le Tableau 5.3. 

 

produits de PCR Vecteurs 

d'insertions 

digestion 

enzymatique 

mélange réactionnel 

DCIR S-CRD pASK6 BsaI 15 µL matrice 
3 µL tampon G 10X  
11 µL eau stérile 
1 µL enzyme de restriction BsaI 
−−−−−− 
30 µL 

DCIR S-CRD pASK7+ BsaI 

DCIR S- ECD pASK7+ BsaI 

DCIR S- ECD pASK6 BsaI 

 

DCIR S-ECD 

 

pET20 

 

NdeI-Xho1 

15 µL matrice 
6 µL tampon tango 10X  
7 µL eau stérile 
1 µL enzyme de restriction NdeI 
1 µL enzyme de restriction XhoI 
−−−−−− 
30 µL 

DCIR S-ECD pET30 NdeI-Xho1 

Tableau 5.3: Préparation des digestions enzymatiques pour les séquences d'ADNs DCIR S-CRD, 
DCIR S-ECD et les plasmides pASK6, PASK7+, pET20 et pET30 

 

Les digestions sont faites pendant 2 heures à 37°C. Les produits de réaction sont purifiés avec le 

QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen) selon le protocole indiqué.  

Les échantillons purifiés pASK6, pASK7+, pET20 et pET30b sont traités par une phosphate alcaline 

(kit Thermo scientific Fast AP). 17 µL du plasmide digéré est additionné à 2 µL de tampon de 

réaction 10X et 1 µL de Fast phosphatase alcaline. Le mélange est incubé 10 minutes à 37°C et 

stoppé à 75°C pendant 10 minutes. 

Les produits de PCRs digérés sont alors insérés dans les plasmides digérés et déphosphorylées en 5' 

correspondants à l'aide du Rapid DNA ligation kit. Les réactions de ligations sont préparés selon le 

protocole suivant: 7 µL d'insert digéré, 1 µL de plasmide digéré, 2 µL de tampon 2, 10 µL de tampon 

1 et 1 µL de ligase sont mélangés et incubés 30 minutes à température ambiante. Les contrôles de la 

réaction ont été réalisés en substituant 7 µL d'insert digéré par 7 µL d'eau stérile.   
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Figure 5.1 : Insertions des ADNc de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD dans pASK6 et pASK7+ 
Insertions des ADNc dans le plasmide pASK6 (cadre supérieur) et pASK7+ (cadre inférieur) au niveau des sites de 
restrictions BsaI. Extrait de www.iba-lifesciences.com. 

 

La vérification des ligations est contrôlée par PCR sur colonies. 200 µL de cellules E. coli TOP10 

sont transformées avec 5 µL d'ADN selon le protocole détaillé dans la partie 5.1.1. 

Les bactéries transformées sont étalées sur des boites de pétri LB-Agar, résistante à l'ampicilline (100 

µg/mL) ou résistante à la kanamycine (50 µg/mL) et laissées à 37°c pendant toute la nuit. Cinq 

colonies obtenues de chaque construction sont analysées par PCR sur colonies. 2.5 µL 

d'oligonucléotides des amorces forward et reverse à 100 ng/µL correspondantes aux inserts, une 

colonie et 10 µL de Mix Phusion High-fidelity PCR Master Mix et 4 µL d'eau stérile. La réaction 

PCR suit le programme décrit dans la partie 5.1.4.1. 

Les produits sont analysés sur un gel agarose 1% dans un tampon de course TAE (40 mM Tris, 

20mM acide acétique, 1mM EDTA) avec 2 µL de Gel Red. 2.5 µL de chaque échantillon, mélangé 

avec 0.5 µL de 6X Orange DNA Loading Dye est déposé sur le gel. 5µL du marqueur de taille "Mass 

Ruler DNA Ladder Mix" est déposé. Les portions de clones positifs non utilisées par la PCR sont ré-
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etalés sur boite de pétri LB-Agar et laissés toute la nuit à 37 °C. Une colonie est sélectionnée et 

ensemencée dans 50mL de préculture LB. Le produit de réaction est purifié avec le QIAquick PCR 

Purification Kit comme décrit dans le protocole conseillé par l'industriel et envoyé à séquencer à 

Beckman Coulder Genomics (futur GENEWIZ). 

Les amorces forward et reverse synthétisées pour les séquençages d'ADN contenant les plasmides 

pASK6 et pASK7+ sont mentionnés ci-dessous: 

- pASK forward: 5' ACGCAGTAGCGGTAAACGG 3' 

- pASK reverse: 5' GAGTTATTTTACCACTCCCTATCAG 3' 

- pET forward:5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3' 

- pET reverse:5' CTA GTT ATT GCT CAG CGG 3' 

W"!"W" G7/(2B,+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+R%1:G?H-+HGQ?+R%1:XGH+

W"!"W"!" A'E1)%)')%/(+3,1+1*;',(.,1+./32()+0/'6+7,+A)6,0)2BQQ+026+

'(,+*)%;',)),+c:R%1)%3%(,1+

A partir des constructions établies précédemment, la séquence codante pour l'étiquette StrepTagII est 

substituée par l'étiquette 6-Histidines. Cette substitution est effectuée uniquement pour les 

constructions DCIR S-CRD et DCIR S-ECD dans les plasmides pASK6 et pASK7+ (Tableau 5.4). 

La réaction de mutagenèse dirigée nécessite la synthèse d'amorces, présentés ci-dessous: 

oligonucléotides plasmide de 
destination Séquence de l'oligonucléotide Tm (°C) 

Forward DCIR His-
CRD 

pASK6 

5'CTACCGTAGCGCAGGCCGCGAGCCATCA
TCATCATCATCATATCGAAGG 
GCGCTGCCCAAAG 3' 
 

>75 

Reverse DCIR His-
CRD 

pASK6 

5'CTTTGGGCCAGCAGCGCCCTTCGATATGA
TGATGATGATGATGATGGCTC 
GCGGCCTGCGCTACGGTAG 3' 
 

>75 

Forward DCIR His-
ECD 

pASK6 

5'CTACCGTAGCGCAGGCCGCGAGCCATCA
TCATCATCATCATATCGAAGG 
GCGCCAAAAATATTC 3' 
 

>75 

Reverse DCIR His-
ECD 

pASK6 
5'GAATATTTTTGGCGCCCTTCGATATGATG
ATGATGATGATGATGGCTCGC 
GGCCTGCGCTACGGTAG 3' 

>75 

Forward DCIR His-
CRD 

pASK7+ 

5'CTTTAAGAAGGAGATATACAAATGCATC
ATCATCATCATCATATCGAAG 
GGCGCTGCCCAAAG 3' 
 

>75 

Reverse DCIR His-
CRD 

pASK7+ 
5'CTTTGGGCAGCGCCCTTCGATATGATGAT
GATGATGATGATGCATTTGTA 
TATATCTCCTTCTTAAAG 3' 

>75 
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Forward DCIR His-
ECD 

pASK7+ 

5'CTTTAAGAAGGAGATATACAAATGCATC
ATCATCATCATCATATCGAAG 
GGCGCCAAAAATATTC 3' 
 

73.8 

Reverse DCIR His-
ECD 

pASK7+ 

5'GAATATTTTTGGCGCCCTTCGATATGATG
ATGATGATGATGATGCATTTG 
TATATCTCCTTCTTAAAG 3' 
 

73.8 

Tableau 5.4: Amorces de DCIR His-CRD et DCIR His-ECD 
 

Les oligonucléotides sont dilués successivement à 1 µg/µL (Tableau 5.4) avec de l'eau stérile puis à 

100ng/µL pour les PCRs. La mutagenèse est faite avec le quickchange lightning directed 

mutagenesis kit selon le protocole suivant: 5µL de tampon de réaction 10X est additionné à 100 ng 

de matrice (0.85 µL à 117 ng/mL), 1.25 µL d'amorces forward à 100 ng/µL, 1.25 µL d'amorces 

reverse à 100 ng/µL, 1 µL de mélange dNTP (déoxynucléotides), 1 µL de quick solution et 38.2 µL 

d'eau stérile. A ce mélange, ajouter 1 µL d'enzyme Quick change lightning. La réaction PCR suit le 

programme suivant (18 cycles répétés de l'étape 2-4): 

• 95°C, 2 minutes " dissociation des ADNs 

• 95°C, 20 secondes " dissociation des ADNs 

• 60°C, 10 secondes "   phase d'annélation 

• 68°C, 2 minutes " phase d'élongation 

• 68°C, 5 minutes " phase d'élongation final 

Le produit de PCR est complété par 2 µL d'enzyme DpnI. Le mélange est incubé 5 minutes à 37°C 

puis ajouté dans 45 µL de bactéries XL10 gold, qui ont été préalablement pré-incubé 2 minutes dans 

la glace avec 2 µL de β-mercaptoéthanol. La transformation et l'étalement sur boite de pétri sont 

mentionnés dans la partie 5.1.1. La colonie sélectionnée est ensemencée dans 50 mL de préculture 

LB. Le produit de réaction est purifié avec le QIAquick PCR Purification Kit comme décrit dans le 

protocole conseillé par l'industriel et les cinq échantillons sont envoyés à séquencer à Beckman 

Coulder Genomics (futur GENEWIZ) avec les amorces pASK décrites dans la partie 5.1.4.1. 

W"!"W">" A'6,<06,11%/(+3,+HGQ?+R%1:G?H+,)+R%1+XGH+

Les BL21 sont transformées avec les plasmides pask6, pASK7+, pET20 et pET30b contenant les 

inserts DCIR His-CRD et DCIR His-ECD. Les précultures sont faites, sur la nuit à 37°C, dans 50 mL 

de LB contenant 100 µg/ mL d'ampicilline (adapté pour les plasmides pASK6, pASK7+, pET20) ou 

50 µg/mL de kanamycine (pET30b). 1 mL de la préculture est inoculé dans 20 mL de LB avec les 

mêmes concentrations d'antibiotiques. Les conditions de cultures diffèrent selon le compartiment 

d'adressage des protéines dans les bactéries E. coli. Pour les plasmides pASK7+, pET20 et pET30 

(expression cytoplasmique), les cultures sont sous agitation à 37°C jusqu’a une D.O. atteignant 0.8-
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0.9. L'induction est faite à une concentration finale de 0.1 mM d'IPTG (Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) pour les plasmides pET20 et pET30. La culture est laissée sous agitation 

pendant 3 heures à 37°C.  

Pour les plasmides pASK6 (expression périplasmique), les cultures sont sous agitations à 37°C 

jusquà une D.O. de 0.6. Après induction avec 200 µg/L d'AHT (anhydrotétracycline, 2 mg/mL), la 

culture est sous agitation toute la nuit à 20°C.  

La vérification de la sur-expression est faite par électrophorèse SDS-PAGE. Pour chaque 

construction (excepté les pASK6), 5 mL de la culture avant et après induction sont prélevés et 

centrifugés 20 minutes à 3900 g à 4°C. Le surnageant est retiré et 0.5 mL de bleu de charge (5X Bleu 

avec β-mercaptoethanol) sont ajoutés dans chaque échantillon. Après resuspension du culot, les 

bactéries sont détruites par sonication (30 secondes, 40% d'amplitude).  

Concernant les pASK6, 5 mL de la culture avant et après induction sont prélevés et centrifugés 20 

minutes à 3900 g à 4°C. Le culot est resuspendu dans 0.5 mL de tampon 25 mM Tris-HCl pH 8, 150 

mM NaCl, 4 mM CaCl2. Après des sonications de 2 secondes intercalées de 10 secondes de pause 

pendant 2 minutes à 40% d'amplitude, l'échantillon est centrifugé 10 minutes à 3900g, 4°C. Le culot 

et le surnageant sont resuspendus dans 0.5 mL de Bleu de charge et chauffé 5 minutes à 90°C. 5 µL 

de culot et 10 µL de surnageant sont déposés sur gel SDS-PAGE 15% Tris selon le protocole de 

Laemmli [172].  

La préparation du gel et les indications pour l'électrophorèse sont détaillés dans la partie 5.3.1.  

Vérification de la sur-expression par Western-Blot: La préparation des échantillons est identique à 

celle du gel SDS-PAGE et le protocole est détaillé dans la partie 5.3.1. 

W"!"W"K" F6/3'.)%/(+,)+0'6%=%.2)%/(+3,+HGQ?+R%1:G?H+,)+R%1:XGH++

Une pré-culture de 25 mL a été réalisée sur la nuit à 37°C en milieu LB/ampicilline (100 µg/mL) à 

partir d’une colonie isolée. Puis, un litre de culture de milieu LB/ampicilline (100 µg/mL) est 

ensemencé à 5% avec la pré-culture et incubés pendant 3h sous agitation à 37°C. La surexpression de 

DCIR His-ECD est induite avec de l’AHT (200 µg/L) à une D.O de 0.7-0.8. 

- Extraction des corps d’inclusions : Le milieu est centrifugé à 5000 g pendant 20 minutes à 4°C 

puis le culot cellulaire est alors re-suspendu dans 30 mL de tampon (150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 

8, 4 mM CaCl2). Une pastille de mini complete, EDTA-free  (anti-protéase) de Roche est ajoutée dans 

30 mL du tampon précèdent. 30 mL d’échantillons sont lysées par lyse mécanique à l'aide d'un 

Microfluidizer® (Microfluidics) ou avec un sonicateur BRANSON digital Sonifier® de Emerson 

Electric Co. Toutes les fractions insolubles sont récupérées après centrifugation pendant 60 minutes 

à 4°C (36800 rpm, rotor Ti45).  

 Le culot est re-suspendu grâce à un potter dans un tampon 30 mL de 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 

8, 2 M d’urée et Triton-X100 1% (Anatrace
®). L’échantillon est centrifugé durant 1 heure à 4°C 
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(36800 rpm, rotor Ti45). Cette opération est à nouveau répétée avec le tampon 25 mM Tris pH 8, 150 

mM NaCl, 4  mM CaCl2. 

- Solubilisation des corps d’inclusions : Après centrifugation de l’étape précédente, les corps 

d’inclusions sont solubilisés dans un tampon 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, β-mercaptoethanol 

0.01 %, 6 M Guanidine-HCl. Le surnageant est récupéré après centrifugation à 4°C pendant 1 heure 

(36800 rpm, rotor Ti 45).  

- Renaturation de l’échantillon protéique : L’échantillon protéique est dilué avec 85 mL du 

tampon précédent de manière à obtenir une concentration de 1.8 mg/mL. Une dilution flash au 5ème 

est réalisée par goutte-à-goutte (2 en parallèles) dans le tampon 1,25 M NaCl, 25 mM Tris pH 8, 25 

mM CaCl2, sous agitation à 4°C. L’échantillon est récupéré et centrifugé à 4°C pendant 20 minutes 

(36800 rpm, rotor Ti45). Le surnageant est dialysé, pendant la nuit, dans 4.6 L de tampon 25 mM 

Tris pH 8 à 4°C, avec des membranes de dialyse Spectra/Por® (seuil de coupure 3.5 kDa, 9.3 mL/cm) 

de Spectrum laboratories. Pour finir, le tampon de dialyse est changé trois fois avec le tampon 25 

mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2 tout les trois heures. Une centrifugation est réalisée 

pendant 20 minutes à 4500 g à 4°C pour éliminer les agrégats. 

- Purification sur colonnes: La purification est réalisée à 4°C par chromatographie d’affinité et 

d’exclusion. L’échantillon protéique est suivi par lecture de l'absorbance à 280 nm.  

Chromatographie d’affinité avec colonne de Nickel (Ni2+-NTA, 5 mL, Histrap, GE-Healthcare): 

La colonne a été au préalable équilibrée dans le tampon 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, 4 mM 

CaCl2. 780 mL d’échantillon sont chargés sur la colonne avec un débit de 3 mL/min. Puis, la colonne 

est lavée avec 100 mL de tampon 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, 4 mM CaCl2 à un débit de 3 

mL/min. 

Pour finir, l’étape d’élution avec le tampon 25 mM tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 500 mM 

d’imidazole est réalisée. Les pics d'élutions sont rassemblés et dilués par un facteur 4 pour obtenir 

une concentration finale d'imidazole égale à 125 mM. Le pic d’élution est concentré avec un 

concentrateur VIVASPIN 20 (seuil de coupure 5 kDa, membrane polyéther sulfone PES, Sartorius). 

Chromatographie d’exclusion avec colonne Superdex S200 : La superdex S200 est préalablement 

équilibrée dans le tampon 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, 4 mM CaCl2. L’échantillon protéique 

concentré est injecté sur colonne dans le même tampon à un débit de 1 mL/min. Les fractions 

d’intérêts sont recueillies et concentrées avec VIVASPIN 20. 

Les fractions du pic d’élution sont récupérées et déposées sur gel SDS-PAGE 15%, comme indiqué 

dans la partie 5.3.1.  
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W"!"c" G7/(2B,+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+R%1:TTT:G?H+,)+HGQ?+R%1:TTT:

XGH++

A partir des constructions DCIR His-CRD et His-ECD déjà existantes, une séquence de 3 glycines 

est ajoutée en amont de la séquence de DCIR et en aval de l'étiquette histidine et du site de clivage du 

facteur Xa (Annexe n°1). Cet ajout est effectué pour les constructions DCIR His-CRD et DCIR 

His-ECD dans les plasmides pASK7+. L'insertion de nucléotides nécessite la synthèse d’amorces 

(Tableau 5.5). 

oligonucléotides 
plasmide de 

destination 
Séquence de l'oligonucléotide 

Tm (°C) 

Forward DCIR His-

GGG-CRD 
pASK7+ 

5'CATCATATCGAAGGGCGCGGCGGCGGCTGCC

CAAAGAATTGGAAGTC 3' 

>75 

Reverse DCIR His-

GGG-CRD 
pASK7+ 

5'GACTTCCAATTCTTTGGGCAGCCGCCGCCGC

GCCCTTCGATATGATG 3' 

>75 

Forward DCIR His-

GGG-ECD 
pASK7+ 

5'CATCATATCGAAGGGCGCGGCGGCGGCCAAA

AATATTCTCAGCTTC 3' 

>75 

Reverse DCIR His-

GGG-ECD 
pASK7+ 

5'GAAGCTGAGAATATTTTTGGCCGCCGCCGCG

CCCTTCGATATGATG 3' 

>75 

Tableau 5.5: Amorces pour DCIRHis-GGG-CRD et DCIR His-GGG-ECD 
 

Les oligonucléotides sont dilués successivement à 1 µg/µL avec de l'eau stérile puis à 100 ng/µL 

pour les PCRs. L'insertion des nucléotides est faite avec le quickchange lightning directed 

mutagenesis kit selon le protocole décrit dans la partie 5.1.5.1. 

Le produit de réaction est purifié avec le QIAquick PCR Purification Kit comme décrit dans le 

protocole conseillé par l'industriel et envoyés à séquencer à Beckman Coulder Genomics (futur 

GENEWIZ) avec les amorces pASK décrites dans la partie 5.1.4.1. 

W"!"c"!" F6/3'.)%/(+,)+0'6%=%.2)%/(+3,+HGQ?+R%1:TTT:G?H+,)+HGQ?+

R%1:TTT:XGH+

Le protocole de sur-expression et de purification est identique à celui de DCIR His-CRD et DCIR 

His-ECD décrite dans la partie 5.1.5.2 et partie 5.1.5.3. 

W"!"c">" G7%D2B,+3,+7$*)%;',)),+0/74:9%1)%3%(,+

Le clivage par le facteur Xa (Thermo Fischer) est effectué sur DCIR His-GGG-CRD et DCIR-

GGG-ECD selon le protocole fourni par l'industriel, après la colonne de Ni-NTA. 1µg de facteur Xa 



5. Méthodes 

102 102 

clive 50 µg de DCIR His-GGG-CRD ou His-GGG-ECD à une concentration protéique finale de 1 

mg/mL. 

621 µL de DCIR GGG his ECD (4,83 mg/mL) sont ajoutés à 64,8 µL de facteur Xa (1 µg/ µL) et à 

2,14mL de tampon (150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, 4 mM CaCl2). La réaction de clivage est 

laissée toute une nuit sous agitation à température ambiante.  

Le mélange est purifié sur une colonne S200, pré-équilibré dans le tampon 150 mM NaCl, 25 mM 

Tris pH 8, 4 mM CaCl2. Les pics d'élutions DCIR GGG-CRD ou DCIR GGG-ECD sont récupérés et 

concentrés à l'aide du concentrateur Vivaspin 20 (seuil de coupure 5 kDa, membrane polyéther 

sulfone). 

W">" X72E/62)%/(+3,1+7,.)%(,1+&'7)%D27,(),1+

W">"!" ?*2.)%/(+3,+E%/)%(472)%/(+

La biotinylation de DCIR GGG-CRD suit le protocole décrit dans [173]. Le peptide 

biotine-LPRT-Ome (MM=725.9 Da, Covalab), la Sortase A de S.  aureus produite au sein du 

laboratoire avec une étiquette 6-Histidines et l'échantillon protéique possèdant trois glycines 

terminaux du coté N termnal sont mélangés selon les conditions présentés dans le tableau 5.6, 

L'échantillon est laissé sous agitation pendant 6 heures à 37°C. 

Biotinylation de 2 mg de DCIR GGG-CRD 

Échantillons volume (µL) équivalent (mole) 

DCIR GGG-CRD 133 µL (16 mg/mL) 1 équivalent 

Biotine LPRT-Ome 356.9 µL 5 équivalents 

Sortase 42.8 µL 0.3 équivalents 

tampon CaCl2 1189 µL  

concentration finale de DCIR GGG-CRD 141 µM 

100µM < Concentration finale DCIR GGG-CRD < 150 µM 

Biotinylation de 2 mg de DCIR GGG-ECD 

Échantillons volume (µL) équivalent (mole) 

DCIR GGG-ECD 445.3 µL (3.3 mg/mL) 1 équivalent 

Biotine LPRT-Ome 251.6 µL 5 équivalents 

Sortase 30.2 µL 0.3 équivalents 

tampon CaCl2 -  

concentration finale de DCIR GGG-ECD 100 µM 

100µM < Concentration finale DCIR GGG-ECD < 150 µM 

Tableau 5.6 : Conditions de biotinylation de DCIR GGG-CRD (en haut) et ECD (en bas) 
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La cinétique du mélange réactionnel est contrôlée par ESI-MS (Spectroscopie de masse d’ionisation 

par électrospray). 10 µL de l'échantillon est prélevé aux temps 0 H, 2 H, 4 H, 6 H et toute la nuit puis 

analysé par spectrométrie de masse (plateforme IBS).  

Lorsque la réaction est complète, l’échantillon est injecté sur une colonne Ni2+-NTA. La colonne a 

été au préalable équilibrée dans le tampon 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8, 4 mM CaCl2. 

L'échantillon est injecté sur la colonne avec un débit de 1 mL/min. Puis, la colonne est lavée avec 25 

mL de tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2 puis éluée avec le tampon 25 mM Tris 

pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 500 mM d’imidazole. Les pics d'élutions lors du lavage sont 

rassemblés et concentrées avec Vivaspin 20 (seuil de coupure 5 kDa, membrane polyéther sulfone), 

pendant 30 min à 4500 rpm 4°C. L'échantillon est ensuite mis en dialyse dans 25 mM Tris pH 8, 150 

mM NaCl, 4 mM CaCl2 trois fois pendant 3H à l'aide d' une membrane de dialyse Spectra/Por®
 (34 

mm de diamètre, seuil de 3.5 kDa, rapport volume/longueur= 9,3 mL/cm) à 4°C. 

W">">" ?*2.)%/(+3,+./'072B,+S,')62D%3%(,d+,)+HGQ?:TTT:#F?P:8%/)%(,+

La neutravidine® (Thermo Fischer, MM=14.5 kDa, D.O=1.66 à 1mg/mL) est dissous dans une eau 

stérile  à 10 mg/mL. Une seconde dilution avec du PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.4 à 1 

mg/mL est requis avant de purifier l'échantillon par une chromatographie d’exclusion (S200). La 

colonne est préalablement équilibrée dans du PBS pH 7.4.  

La réaction de couplage entre Biotine-DCIR et la Neutravidine® correspond au rapport molaire 1 :1. 

La réaction est laissée sous agitation à 4°C pendant 2 H. Puis, l’échantillon est concentré avec 

Vivaspin 20 (seuil de coupure 30 kDa) et purifié par chromatographie d’exclusion (S200). 

W"K" G262.)*6%12)%/(1+E%/.9%&%;',1+,)+E%/0941%;',1+3,1+06/)*%(,1+

W"K"!" F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+06/)*%;',1+0/'6+*7,.)6/09/651,+

Gel SDS-PAGE : 

Bis-acrylamide (30%), SDS (20%) et TEMED proviennent de Euromedex. L'acide acétique, l'acide 

persulfate et le Brilliant blue R proviennent de Carlo Erba. Les Marqueurs Page ruler Unstained et 

Prestained proteins sont des marqueurs de masses moléculaires de  Thermo Fischer Scientific. 

Les échantillons protéiques pour les gels SDS-PAGE sont préparés à volume égal entre les protéines 

et le bleu de charge 1X réducteur ou non (avec ou sans β-mercaptoéthanol (Carl Roth). Les 

échantillons sont mélangés et chauffés pendant 5 minutes à 90°C. Généralement, 10 µL sont chargés 

sur un gel 15% Tris ou 12% Tris. La migration du gel s'effectue 45 minutes à 220 V avec le système 

électrophorèse Bio-Rad.  
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Western-Blot: 

Le marqueur de poids moléculaire recommandé est le PageRuler Prestained Protein Ladder. La 

procédure pour réaliser un Western-Blot est décrite ci-dessous: 

• Migration du gel 45 minutes à 220 V. 

• Transfert des protéines du gel SDS-PAGE à la membrane PVDF à 300 mA pendant 50 

minutes dans du tampon de transfert (25 mM Tris, 0.2 M glycine).  

• Blocage avec 5% de lait dissous dans du PBS-tween20 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 

mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, 0.05 % Tween 20) pendant 1 heure. 

• Incubation avec des anticorps de souris anti-polyHistidine-HRP pendant 1h (Sigma) 

• Trois lavages de 20 minutes avec 50 mL de  tampon PBS-Tween20 

• Révélation avec le kit Sigma Fast 3-3' Diamino benzidine tablet (Sigma) suivant le protocole 

indiqué par l'industriel. 

W"K"!"!" H*),6&%(2)%/(+3,1+./(.,()62)%/(1+06/)*%;',1+

La concentration des protéines est déterminée grâce à la mesure de l'absorbance à 280 nm avec un 

spectrophotomètre NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Les coefficients d'extinctions molaires 

théoriques (ε) et les valeurs Abs 0.1% (D.O pour 1 mg/mL de protéine), calculés à partir du serveur 

ExPASy (outil ProtParam), sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5.7) : 

 

 
MM 

(Daltons) 

Point isoélectrique 

théorique 
ε  (L·mol−1·cm−1) Abs 0.1% 

langerine ECD 28359 7.7 56000 1.972 

DC-SIGN ECD 38845 5.1 70180 1.812 

DCIR his CRD 1669 5.8 42970 2.596 

DCIR his ECD 21267 6.1 49960 2.373 

DCIR his GGG CRD 16868 5.8 42970 2.547 

DCIR his GGG ECD 21438 6.1 49960 2.333 

DCIR GGG CRD 15287 5.0 42970 2.78 

DCIR GGG ECD 20029 5.6 50460 2.52 

Tableau 5.7: Les poids moléculaires, les points isoélectriques, les coefficients d’extinctions molaires 
et les valeurs Abs0.1% des lectines 
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W"K">" +F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+0/'6+7,+3%.96/%1&,+.%6.'72%6,+

Les échantillons DCIR His-CRD et DCIR His-ECD sont amenés à 200 µM pour un volume de 50 

µL. L'échantillon est ajouté dans une cuve de 100 microns. Les expériences sont réalisées 20°C et le 

blanc est effectué avec le tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2. 

W"K"K" F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+0/'6+7,+AXG:IL#A+

20 µL de DCIR His-GGG-CRD et DCIR His-GGG-ECD sont injectés sur une S75 10/300 GL à 6 

mg/mL. La calibration est faite, au préalable, avec 20 µL de BSA à 2 mg/mL dans le tampon 

d'élution 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2 à 0.5 mL/min. Les différents échantillons 

injectés sont mentionnés dans le tableau ci-dessous (tableau 5.8) : 

 

Molecules MM (Daltons) ε (mL.g-1.cm-1) dn/dc (mL/g) 

BSA 66 667 0.186 

DCIR His-GGG-

ECD 
21.4 2355 0.195 

DCIR His-GGG-

CRD 
16.9 2571 0.197 

Tableau 5.8: Echantillons injectés avec le poids moléculaire, l'epsilon et la valeur dn/dc respectives 

W"K"U" F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+0/'6+7,+ALeA+

DCIR His-GGG-CRD et DCIR His-GGG-ECD sont testés sur la BEAMLINE ID30B (BAG MX-

1788) de l’ ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) (Grenoble, France). 100 µL des deux 

versions de DCIR sont préparés à des concentrations successives de 8 mg/mL, 4 mg/mL, 2 mg/mL et 

1 mg/mL avec le tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl2, 4 mM CaCl2. Les échantillons sont 

centrifugés pendant 10 minutes à 13400 rpm à 4°C. La calibration est faite avec 50 µL d'eau, puis 

avec 50 µL de BSA à 1 mg/mL à 20°C. La courbe de diffusion du tampon est soustraite à la courbe 

de diffusion des échantillons protéiques par le logiciel PRIMUS. Les rayons de girations (RG) sont 

extraits de la courbe de Guinier par ce même logiciel.  

La courbe de diffusion théorique SAXS est obtenue par le logiciel CRYSOL, à partir du modèle 

DCIR His-GGG-ECD généré par le logiciel Phyre2 et superposé à la courbe de diffusion 

expérimental de 8mg/mL de DCIR His-GGG-ECD. La génération de 10 modèles Ab-initio a été 

réalisée avec le logiciel Dammif.  
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W"K"W" F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+0/'6+7$LMG+

Les expériences de vitesse de sédimentation ont été effectuées, à 20°C, sur une ultracentrifugeuse 

analytique XLI avec le rotor Anti-60 et Anti-50 (Beckman Coulter, Palo Alto, USA), et des cellules 

à doubles canaux de 1.5 mm et 3 mm de trajet optique équipée de fenêtres de Saphir (Nanolytics, 

Potsdam, DE). La référence utilisée est le tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2. 

DCIR His-GGG-ECD et DCIR His-GGG-CRD sont analysés par AUC selon les paramètres suivants: 

 

 V bar (mL/g) MM (kDa) ε (mL.g-1.cm-1) 

DCIR His-GGG-ECD 0.720 21.4 2.33 

DCIR His-GGG-CRD 0.713 16.9 2.55 

Tableau 5.9: Paramètres v bar, MM et ε de DCIR His-GGG-ECD et CRD 
 

L’acquisition a été faite en absorbance à 280 nm et en interférence. Les différents échantillons 

préparés sont décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau 5.10): 

 

Trajet 

optique 
Echantillons 

1.5 mm DCIR His GGG ECD 8 mg/mL 

1.5 mm DCIR His GGG ECD 4 mg/mL 

3 mm DCIR His GGG ECD 1 mg/mL 

1.5 mm DCIR His GGG CRD 4 mg/mL 

Tableau 5.10: Concentrations de DCIR His-GGG-CRD et ECD 

W"K"c" F6*0262)%/(+3,1+*.92()%77/(1+0/'6+7,1+0'.,1+Z+1'.6,1+

Les puces à sucres sont préparés par nos collaborateurs Niels-christian Reichardt du groupe 

glycobiology laboratory, CIC biomaGUNE (San sebastian, Espagne) selon le protocole décrit dans 

[176]. Les lectines sont marquées avec Alexa Fluor 555 NHS (Thermo Fischer). DCIR His-GGG-

ECD (1,963 mg/mL dans 3M Tris pH 8) est dilué dans le tampon de fixation 25 mM Tris pH 8, 150 

mM NaCl, 4 mM CaCl2, 0.5% BSA et 0.005% Tween-20 à une concentration finale 50 µg/mL, 25 

µg/mL, 10 µg/mL, 5 µg/mL et 1 µg/mL. 200 µL est placé dans chaque puit et incubé toute la nuit à 4 

°C sous agitation lente. Puis, la solution contenant DCIR His-GGG-ECD est éliminée et les puits 

sont lavées avec le tampon de lavage (25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2) et de l'eau. 

Les mesures de fluorescence sont faites par le système scanner microarray G265BA (Agilent 

Technology) et quantifiées par le logiciel Proscanarray Express de Perkin Elmer. 



5. Méthodes 

107 107 

W"U" A4()951,+.9%&%;',+3$%(9%E%),'61+

W"U"!" A4()951,+3$'(+B74./&%&*)%;',+/0)%&%1*+

Grâce à un financement obtenu par le réseau COST-STSM glycosciences, j’ai réalisé la synthèse 

chimique d'un nouvel inhibiteur  au sein du groupe du Pr. Anna Bernardi à Milan pendant 1 mois. La 

synthèse du glycomimétique 6 NH2-Man030 est décrite dans les « supplementary materials » de la 

publication n°4 (Annexe n°5). 

W"U">" A4()951,+3$'(,+1)6'.)'6,+&'7)%D27,(),+=/(.)%/((27%1*+026+3,1+

B74./&%&*)%;',1+

La synthèse des composés est décrite dans les « supplementary materials » de la publication n°3 

(Annexe n° 5). J’ai participé aux couplages des plateformes de présentations par « clik 

chemistry »  avec les ligands naturels et de type glycomimétiques. 

Les molécules synthétisées sont le R-4Man, D-4Man, RR-16Man, RD-16Man, RR-16PsDi, RR-

16Man030, RD-16PsDi, RR-16Man030. 

W"W" G262.)*6%12)%/(+3,1+%(),62.)%/(1+7,.)%(,1[1'.6,1+

W"W"!" L==%(%)*1+6,72)%D,1+,1)%&*,1+026+AF?+

W"W"!"!" P,1)+3J%(9%E%)%/(+./&0*)%)%=+

Les mesures sont réalisées à l'aide d'un Biacore 3000 (GE-Healthcare) en utilisant des puces CM4 

(GE-Healthcare). Le système est équilibré avec du tampon HBS-P (0.01 M HEPES pH7.4, 0.15 

MNaCl, 0.005% P20) provenant de GE-Healthcare. 

Les surfaces 1 et 2 ont été activées par 50 µL de mélange de N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-

ethylcarbodiimide (EDC) (GE-Healthcare) à 0,2 M et N-hydroxysuccinimide (NHS) à 0,05 M (GE-

Healthcare). La piste 1, piste de référence, est fonctionnalisée par de la BSA et la piste 2 par de la 

BSA mannotriose (Dextra-Laboratories). La protéine BSA et le glycoconjugué BSA-Man sont 

concentrées à 60 µg/mL dans 10 mM d'acétate de sodium pH 4 (Figure 5.11).  
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Figure 5.11: Greffe du glycoconjugué BSA-Man sur un groupement carboxylique 
du dextran par lien amide. 

  
Puis, 30 µL d'éthanolamine-HCl à 1 M pH 8 (GE-Healthcare) sont injectés pour désactiver les 

groupements réactifs restants. La surface est lavée en éliminant les protéines non greffées avec 5 µL 

de HCl à 10 mM. Enfin, la régénération de la surface est faite avec 5 µL d' EDTA à 50 mM. Le taux 

de greffe moyen sur la piste 1 et 2 est de 2500 RU (unité de résonance). 

La puce est équilibrée dans le tampon de course (25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 

0,005 % P20 (GE-Healthcare)) et sera utilisée pour l'ensemble des manipulations avec un débit de 

5 µL/min. Entre chaque injection de composés, la régénération de la surface est réalisée par 

l'injection de 5 µL d'EDTA à 50 mM pH 8. 

Titration des lectines ECD et détermination du KD app : La titration est faite avec une série de 

dilutions en cascade au demi d'une solution de DC-SIGN ECD avec du tampon de course. Les 

concentrations croissantes en protéine de la gamme étalon sont : 0,39 µM; 0,78 µM; 1,56 µM; 3,12 

µM; 6,25 µM; 12,5 µM; 25 µM et 50 µM. 13 µL de chaque échantillon sont injectés avec un débit de 

5 µL/min. La même procédure de titration est faite avec la langerine, les concentrations de la gamme 

étalon sont: 0,31 µM; 0,62 µM; 1,25 µM; 2,5 µM; 5 µM; 10 µM; 20 µM et 40 µM. 

Conditionnement de la surface: 5 µL d'EDTA 50 mM pH 8 sont injectés sur les surfaces à 3 

reprises à un débit de 5 µL/min.  

Contrôle de la stabilité de la surface: 13 µL de DC-SIGN ECD à 10 µM est injecté 3 fois à 5 

µL/min. Entre chaque injection, les surfaces sont régénérées avec 5 µL EDTA 50 mM pH 8. 

Entre chaque gamme de concentration d'un ligand (environ 10 cycles), 13 µL de DC-SIGN ECD à 10 

µM, à 5 µL/min, est injecté.  

Reproductibilité des résultats: Les gammes de concentrations du ligand sont injectées sur les 

surfaces 2-3 et 4, en série. Les réponses obtenues sont soustraites à la piste 1 correspondant à la 

référence BSA. Un témoin interne (D-mannose (Sigma), fucose (Sigma), Manα1-2Man (Dextra 

laboratories) est utilisé pour chaque expérience. 

Préparation des composés à tester: La concentration maximale testée des ligands naturels et des 

composées synthétisés (dérivés de disaccharides) est respectivement de 20 mM et 5 mM. Puis, une 

cascade de dilution est réalisée par un facteur 3 avec le tampon de course incluant 20 µM de 

DC-SIGN ECD ou 15 µM de langerine ECD. Pour les composés plus actifs (composés multivalents), 
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la concentration maximale testée est de 2 µM. 13 µL d’échantillons sont injectés à un débit de 5 

µL/min. Entre chaque injection, les surfaces sont régénérées avec 5 µL EDTA 50 mM pH 8 (5 

µL/min). 

W"W"!">" A'6=2.,+/6%,()*,+3,+7,.)%(,1+

Les mesures sont réalisées à l'aide d'un Biacore T200 en utilisant des puces CM3. La surface 

carboxymethyl dextran (CM) est fonctionnalisée avec de la StrepTactine par couplage amine.  

80 µL d'un mélange d’EDC/NHS à 0.05 M est injecté sur les pistes 1, 2, 3 et 4. 115 µL de 170 µg/mL 

de StrepTactine (IBA, 1 mg/mL) dilué dans 10 mM NaOAc pH 4 est injecté sur les différentes pistes. 

La désactivation de la surface est faite, à 100 µL/min, avec 80 µL d'éthanolamine 1 M pH 8. Le 

lavage de la surface est réalisé avec 100 µL de 10 mM HCl et 100 µL à 1 M NaCl/ 50 mM NaOH à 

100 µL/min. La seconde étape implique la capture spécifique de DC-SIGN S-ECD sur les surfaces 

fonctionnalisées par de la StrepTactine. Typiquement, 27 µL à 49 µg/mL de DC-SIGN S-ECD, 

préparé dans du tampon HBS-P, est injecté sur la surface avec un débit de 5 µL/min. La production 

de DC-SIGN S-ECD est décrite dans la thèse de Ieva Sutkeviciute (https://tel.archives-

ouvertes.fr/tel-00819832/document). Puis, la surface est lavée avec 50 µL d'éthanolamine pH 8 1 M 

et 20 µL de NaCl 1M / NaOH 50 mM à 100 µL/min. Ces surfaces peuvent être également 

fonctionnalisées avec la langerine S-ECD (7 µL à 55.9 µg/mL). La production de cette lectine est 

décrite dans la thèse de Eric Chabrol (https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00743636/document). 

Conditionnement de la surface: Le tampon de course 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM 

CaCl2, 0,05 % P20 est injecté à 3 reprises avec un temps d'association de 15 secondes et un temps de 

dissociation de 100 secondes à 5 µL/min. Les surfaces sont ensuite régénérées avec de 5 µL d'EDTA 

50 mM pH 8 à un débit de 5 µL/min. 

Contrôle de la stabilité de la surface: 5 µL de BSA-Man à 27 nM est injecté 3 fois à 5 µL/min. 

Entre chaque injection, les surfaces sont régénérées avec 5 µL EDTA 50 mM pH 8 à 5 µL/min. Entre 

chaque gamme de concentration d'un ligand (environ 10 cycles), 85 µL de BSA-Man à 27 nM, à 20 

µL/min, est injecté (temps d'association: 255 secondes et temps de dissociation: 150 secondes).  

Effet du transfert de masse: 3 injections successives de 27 nM BSA-Man sont faites avec un temps 

d'association et de dissociation respectivement de 255 secondes et de 150 secondes à différents débits 

(5 µL/min, 30 µL/min et 80 µL/min). 

Titration de la BSA-Man: La titration est faite avec une série de dilutions en cascade au demi d'une 

solution de BSA-Man avec du tampon de course. Les concentrations croissantes en protéine de la 

gamme étalon sont : 0.04 nM, 0.08 nM, 0.17 nM, 0.34 nM, 0.68 nM, 1.36 nM, 2.73 nM, 5.4 nM, 

10.9 nM, 21.8 nM, 43.7 nM, 87.5 nM, 87.5 nM, 175 nM, 350 nM et 700 nM. 
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Le temps d'association et de dissociation est respectivement de 255 secondes et de 150 secondes à 20 

µL/min. La regénération est effectuée sur les surfaces pendant 10 secondes à 100 µL/min avec le 

tampon 50 mM Gly-NaOH pH 12, 0.15 % Triton X100, 25 mM EDTA pH 8. 

Reproductibilité des résultats: Les gammes de concentrations du ligand sont injectées sur les 

surfaces 2-3 et 4, en série. La réponse obtenue sur la piste 1 (piste de référence Streptactine) est 

soustraite aux réponses obtenues sur les pistes 2, 3 et 4. 

Préparation des composés à tester: La concentration maximale testée des glycomimétiques (Man30 

et 6NH2Man30) est de 2 mM. Pour les composés multivalents, la concentration maximale testée varie 

entre 1 mM et 0.2 µM. Puis, une cascade de dilution est réalisée par un facteur 2 avec le tampon de 

course. Le temps d'association et de dissociation est respectivement de 255 secondes et de 150 

secondes à 20 µL/min. La regénération est effectuée sur les surfaces pendant 10 secondes à 100 

µL/min avec le tampon 50 mM Gly-NaOH pH 12, 0.15 % Triton X100, 25 mM EDTA pH 8. 

W"W">" Q(),62.)%/(1+7,.)%(,1[B74./&%&*)%;',1+*D27'*,1+026+QPG+

• Interaction DC-SIGN ECD/ glycomimétique (6NH2Man030) 

200 µL de 566 µM DC-SIGN ECDmono est introduit dans la cellule grâce à une seringe Hamilton de 

250 µL. 70 µL de ligand 6 NH2 Man030 à 4.7 mM sont dans la seringue d'injection. Au préalable, 

dans la syringe, le blanc est effectué avec le tampon de la protéine 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 

4 mM CaCl2. La titration obtenue est soustraite avec le blanc. Les données thermodynamiques sont 

obtenues avec le logiciel nanoITC. 

 

• Interaction DC-SIGN ECD/ structure de présentation multivalente (ROD3-

6Man030) 

DC-SIGN ECD est dialysé pendant la nuit dans le tampon 250 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM 

CaCl2, 4% DMSO. 200 µL de 7.8 µM DC-SIGNtétra (4 fois moins concentrées que DC-SIGNmono) est 

déposé dans la cellule grâce à une seringue Hamilton de 250 µL. Dans la seringue, le blanc est 

effectué avec le tampon de dialyse précédent. Puis, 70 µL de ROD3-6Man030 à 40 µM sont ajoutés 

dans la seringue d'injection. 3 conditions sont testées: 

• 4 µM  DC-SIGN tétramérique + 40 µM ROD3-6Man030 (C=50) 

• 7.8 µM DC-SIGN tétramérique + 40 µM ROD3-6Man030 

• 4 µM  DC-SIGN tétramérique + 30 µM ROD3-6Man030 

La titration obtenue est soustraite avec la titration du blanc. Les données thermodynamiques sont 

obtenues avec le logiciel nanoITC TA. 
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Les expériences de vitesse de sédimentation ont été effectuées dans les mêmes conditions que décrite 

dans la partie 4.1.2. La référence utilisée est le tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM 

CaCl2, 4 % DMSO. DC-SIGN ECD possède un V bar de 0,730 mL/g et un ε de 1.82 mL.g-1.cm-1. Les 

paramètres de densité et de viscosité sont respectivement 1.005 g/mL et 1.024 cp. Les différents 

échantillons préparés sont décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau 5.12): 

 

Echantillons 

DC-SIGN ECD 4µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  0.005 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  0.05 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  0.5 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  2 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  4 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  6 µM 

DC-SIGN ECD 4 µM + ROD3-6Man030  8 µM 

Tableau 5.12: Concentrations de DC-SIGN ECD et du ligand multivalent ROD3-6Man030 
 

Les données ont été traitées par le logiciel REDATE v 0.2.1. Les analyses ont été faites avec les 

logiciels SEDFIT version 15.01b et  GUSSI 1.1.0. 

W"W"U" Q(),62.)%/(1+7,.)%(,1[B74./&%&*)%;',1+*D27'*,1+026+0/726%12)%/(+

3,+=7'/6,1.,(.,+

Les expériences de polarisation de fluorescence ont été réalisées avec un CLARIOstar (BMG 

LABTECH) sur des plaques 96 puits (GREINER 96 F-BOTTOM no binding). Les filtres utilisés  

sont F: 360-20 et F: 450-10 pour cette expérience. Le ligand ROD3-6Man030 est préparé à une 

concentration de 400 nM dans du tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 4% 

DMSO.  

DC-SIGN ECD est dialysé toute la nuite contre du tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM 

CaCl2, 4% DMSO. Puis, une cascade de dilution est réalisée au demi à partir de 5 µM de 

DC-SIGNtetra  avec la solution de tampon contenant 400 nM du ROD3-6Man030. Le volume final 

dans chaque puit est de 150 µL. Le tampon de référence est 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 

mM CaCl2, 4% DMSO. Les canaux A et B sont ajustés avec la fluorescence émis par une solution 

de 400 nM de ROD3-6Man030. Les mesures sont traitées avec le logiciel Mars data analysis 

software et l’EC50 est calculé avec un modèle 4-parameter logistic. 
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Les résultats se divisent en 4 chapitres mentionnés ci-dessous : 

 

Chapitre 6 : Etudes des structures multivalentes dirigées contre DC-SIGN  

L'objectif principal est de déterminer la structure de présentation optimale pour ces glycomimétiques 

afin d’atteindre des affinités pour DC-SIGN de l’ordre du nanomolaire. L'avidité produite par la 

multivalence de ces composés sera donc un critère déterminant.  

L’affinité de multiples structures de présentation avec des valences, des géométries et des ligands 

différents est estimée et comparée par test SPR compétitif. L’inhibition de DC-SIGN par les 

composés de type RODs est présentée dans la publication n°1. De plus, le comportement des RODs 

en solution est étudié dans la publication n°2. 

Pour les composés de fortes affinités, ils seront également testés par interaction directe (SPR) sur des 

surfaces fonctionnalisées par DC-SIGN, décrites dans la publication n°3.  

Pour finir, je me suis interessée à la compréhension des mécanismes moléculaires responsables de 

l’avidité grâce à l’étude d'une structure multivalente capable de couvrir une distance de deux sites 

actifs de DC-SIGN.  

 

Chapitre 7 : Caractérisation d’un nouveau glycomimétique hautement spécifique pour DC-SIGN 

L’obtention de composés multivalents hautement actifs n’est pas suffisante pour valider le concept de 

« drug-design » pour DC-SIGN. Les glycomimétiques greffés sur ces structures multivalentes sont 

reconnus par une autre lectine qui est la langerine. Pour se faire, j’ai pu synthétiser un 

glycomimetique  de nouvelle génération (6NH2-Man030) chez nos collaborateurs. Cette optimisation 

provient des études structurales portées sur le mode de reconnaissance des ligands sulfatés par la 

langerine. Ce nouveau glycomimétique, présenté dans la publication n°4, est hautement sélectif pour 

DC-SIGN.  

 

En parallèle au développement de ligands artificiels pour DC-SIGN, nous nous sommes également 

intéressé à l’étude de l’interaction naturelle de la glycoprotéine gB du CMV avec DC-SIGN dans le 

chapitre 8. 

 

Chapitre 8 : Etudes de l’affinité de la gB avec les lectines 

En collaboration avec l’équipe de Franck Halary, nous avons pu caractériser l’implication des 

différents types de glycosylations à la surface de la gB dans son interaction avec DC-SIGN 

(publication n°5) et la langerine. 

 

Chapitre 9 : Production et caractérisation biochimique d’une nouvelle lectine de type-C, DCIR 

En complément de ce travail basé sur l’étude des interactions ligand-lectines, un sujet annexe m’a été 

confié concernant la production et la caractérisation d’une nouvelle lectine de type-C.  
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Dans un contexte plus large, d'autres collaborations ont émergées sur le test de molécules (analogues 

de sucres) ou de structures de présentations multivalentes pour DC-SIGN et la langerine. Les 

laboratoires pour lesquels j'ai évalué les affinités de leurs composés pour les lectines DC-SIGN et/ou 

la langerine sont: 

• Equipe Jean-Maurice Mallet, CNRS Paris 

• Equipe Florence Djedaïni-Pilard, FRE2779, Amiens 

• Sergey Pustylnikov, Novosibirsk Tuberculosis Research Institute, Russie 

• Groupe Paolo Crotti, Università di Pisa, Italie 

• Groupe Francesco Sansone/ Alessandro Casnati, Università di Parma, Italie  

 

Le travail fait dans le cadre de ces collaborations n’est pas détaillé dans ce manuscrit de thèse. 

Certaines de ces collaborations ont permis d'inclure les résultats dans des perspectives de 

publications et d’autres ont déjà abouti à des publications (publication n°6 et n°7), présentées en 

annexes n°6 et n°7 respectivement. 

Les publications issues de ces travaux de recherches sont répertoriées ci-dessous : 

N° Statuts Titre partie 

N°1 Article publié DESIGNING NANOMOLAR ANTAGONISTS OF DC-SIGN-

MEDIATED HIV INFECTION: LIGAND PRESENTATION 

USING MOLECULAR RODS 

Ordanini et al, ChemComm (2015) 

partie 6.2 

N°2 Article publié SOLUTION BEHAVIOUR OF AMPHIPHILIC 

GLYCODENDRIMERS WITH A ROD-LIKE CORE 

Ordanini et al, Biomolecules (2016) 

partie 6.2 

N°3 Article en 
preparation 

LECTIN-ORIENTED SURFACE: AN EMERGING 

APPROACH TO ESTIMATE AFFINITY GENERATED BY 

AVIDITY FOR GLYCOCONJUGATES 

Porkolab et al, (2017) 

partie 6.3 

N°4 Article en 

preparation 

DIFFERENTIAL-RATIONAL DESIGN OF HIGHLY 

SPECIFIC GLYCOMIMETIC LIGANDS FOR C-TYPE 

LECTIN RECEPTORS: TARGETING DC-SIGN AND 

EXCLUDING LANGERIN RECOGNITION 
Porkolab et al, en preparation pour JACS (2016) 

     partie 7 

N°5  Article soumis THE C-TYPE LECTIN DC-SIGN IS THE ONLY 

ATTACHMENT RECEPTOR FOR THE HCMV ENVELOPE 

GLYCOPROTEIN B ON MONOCYTE-DERIVED 

DENDRITIC CELLS 

Cheneau et al, soumis à J.Virol (2016) 

partie 8.1 

N°6 Article publié STEREOSELECTIVE INNOVATIVE SYNTHESIS AND 

BIOLOGICAL EVALUATION OF A NEW REAL CARBA 

ANALOGUES OF MINIMAL EPITOPE MAN12MAN AS DC-

SIGN INHIBITORS 

Bordoni et al, soumis à RSC advances (2016) 

annexe n°6 

N°7 Article publié INHIBITION OF DC-SIGN-MEDIATED HIV-1: INFECTION 

BY COMPLEMENTARY ACTIONS OF DENDRITIC CELL 

RECEPTOR ANTAGONISTS AND ENV-TARGETING VIRUS 

INACTIVATORS 

Pustlynikov et al, AIDS research (2015) 

annexe n°7 
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c" X)'3,1+3,1+1)6'.)'6,1+&'7)%D27,(),1+3%6%B*,1+./()6,+

HG:AQTS++

Ce chapitre est consacré à l'étude de diverses structures multivalentes fonctionnalisées par des 

ligands naturels ou glycomimétiques. Le but est de comparer ces différents modes de présentations 

en fonction du nombre de ligands exposés. L'affinité de ces composés est estimée par SPR et l'avidité 

générée par les différents modes de présentations est déterminée par le facteur d'avidité β. Ce dernier 

décrit l'accroissement d'affinité d'un ligand du fait de son mode de présentation multivalent par 

rapport au même ligand sous sa forme monovalente. Ainsi, il mesure la potentialisation liée à 

l'architecture de présentation. Un facteur β égale à 1 indique l'absence de synergie pour l'interaction 

apportée par la structure de présentation. Dans le cas présent, l'augmentation de l'IC50 est uniquement 

liée à un effet de concentration locale plus élevé. Par contre, une valeur β supérieure à 1 indique une 

contribution positive du mode de présentation du ligand pour DC-SIGN (Figure 6.1).  

 

 

Figure 6.1: Facteur d'avidité ß 
 

Des criblages de structures de présentations multivalentes de type dendrimère-Boltorn ont été réalisés 

avant mon arrivée dans le laboratoire. Ces composés possèdent une bonne flexibilité et une haute 

solubilité. De part, ces différentes caractéristiques, ce type d'architecture n'est pas clairement identifié 

comme un bon candidat pour favoriser l'ensemble des modes d'associations possibles. En effet, basé 

sur ces structures, plusieurs valences et plusieurs ligands optimisés ont montré des affinités faibles 

pour DC-SIGN de l'ordre du micromolaire [160].  

Pour aller plus loin dans les affinités vis-à-vis de la cible, d'autres présentations sont testées en 

comparaison avec les dendrimères-Boltorn pour essayer d'améliorer l'affinité pour DC-SIGN et par la 

même occasion caractériser les différents modes d'interactions. 

Au cours de ce projet de thèse, 4 structures de présentations ont été étudiées. Elles ont été 

sélectionnées par leurs natures différentes (dendrimère, calixarène, ROD, cyclopeptide), leur 

synthèse par "click chemistry", leurs modes de présentations particuliers (non orienté, orienté) et 

leurs comportements (flexible, semi-rigide ou rigide). L'ensemble des structures est répertorié dans 

les annexes n°2. 

 

β =
IC
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50
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L'ensemble des structures de présentations porte des ligands naturels (D-Mannose ou L-fucose) ou 

des glycomimétiques optimisés (Figure 6.2), mentionnés dans la partie 3.4.3 (PsDi ou Man030). 

 

 

Figure 6.2: Ligands monovalents fonctionnalisés sur les structures de présentations 
 

L'affinité relative de ces ligands pour DC-SIGN sera estimée par SPR comme composé contrôle mais 

également comme valeur de l'IC50 monovalent, indispensable pour le calcul du facteur d'avidité β. 

c"!"!" #,1+3,(36%&56,1+

Les premières structures multivalentes étudiées sont référencées comme inhibiteurs multivalents de 

DC-SIGN empêchant la capture du VIH-1 et du virus de la Dengue [160].  

Les dendrimères couplés aux ligands sont générés par une réaction de cycloaddition entre un alcyne 

et un azoture catalysé par le Cu(I) (CuAAC), comme illustré dans la Figure 6.3. 

 

 

Figure 6.3: Réaction de cycloaddition catalisée par le Cu(I) 
 

Cette réaction de Huisgen [175] offre des rendements élevés et une variété de composés (de petites 

molécules aux polymères). De plus, les molécules composées de cette cycloaddition sont faiblement 

cytotoxiques. D’une part, les groupements fonctionnels azoture et alcyne sont des groupements 

inertes en solution et vis à vis des molécules biologiques et d’autre part, les traces résiduelles de 

Cu(I) dans les tests biologiques montrent une faible cytotoxité pour les cellules testées [160]. 

Les dendrimères, qui ont la particularité d'être flexibles, ont été synthétisés dans le cadre d'un 

partenariat entre le groupe d'Anna Bernardi, Università degli Studi (Italie) par le doctorant Norbert 

Varga et Renato Ribeiro du groupe de Javier Rojo, Instituto de Investigaciones Quimicas (Espagne). 

Un travail de criblage d'une vingtaine de ces structures avec différentes valences de ligands optimisés 
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a été fait avant mon arrivée par Ieva Sutkeviciute et rapporté dans les travaux de Varga et al (2014) 

[160]. Les composés les plus pertinents, décrits précédemment, sont utilisés dans ma thèse pour 

étudier leur affinité et la génération d'avidité pour DC-SIGN. Les structures sont présentées ci-

dessous (Tableau 6.1).  

 

noms 

scaffold 

(S)-

valence 

Structures ligands 

S-4 

 

PsDi 

Man030 

S-6 
PsDi 

Man030 

S-9 

 

PsDi 

Man030 

Tableau 6.1: Structures de présentations de type dendrimères-Boltorn  
Les ligands (PsDi et Man030) sont représentés par des sphères bleues. 
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Les calixarènes sont des macrocycles composés d'une cavité hydrophobe centrale. Cette structure 

possède 4 unités phénols. L' hydrophobicité de cette cage est compensée par ajouts de groupements 

ioniques ou hydrophiles en position R (Tableau 6.2), conférant aux composés une bonne solubilité. 

En comparaison avec les dendrimères-Boltorn qui ont un degré de liberté important, ces composés 

ont un mode de présentation de ligands pré-orientés. Les 4 ligands sont orientés du même coté pour 

le composé C1-4. A l'inverse, C2R1-4 ou C2R2-4 présentent deux ligands de part et d'autre de la 

cavité. L'organisation de deux ligands sur deux faces peut potentiellement couvrir une plus grande 

surface. 

Ces composés sont synthétisés dans le laboratoire de Mohammed Benazza LG2A FRE 3517 CNRS 

(Amiens) par l'étudiante en thèse Marwa Taouai.  

 

noms 

Calixarènes (C)-

valence 

Structures ligands 

C1-4 

(calixarènes) 

 

 

L-fucose 

D-Mannose 

C2R1-4 

C2R2-4 

(thiacalixarènes) 

 

L-fucose 

D-Mannose

Tableau 6.2: Structures de présentations de type calixarènes 
Les ligands (L-fucose et D-Mannose) sont représentés par des sphères bleues. 
 

c"!"K" #,1+.4.7/0,0)%3,1+

Les cyclopeptides sont appelés RAFTs (Regioselectively Addressable Functionalized Template). 

Cette plateforme peptidique est composée de 10 acides aminés formant une structure en feuillet ß 

anti-parallèle. Ceci est rendu possible grâce à la présence de deux acides aminées (Pro-Gly) 
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responsables de la formation de coude ß (Figure 6.4). Cette structure présente deux domaines 

orientés comme les calixarènes. 

Dans le cas présent, ces composés ont la particularité d'être doublement fonctionnel. Le domaine de 

reconnaissance est majoritairement lié au couplage de sucres sur les chaines latérales des lysines. Le 

domaine effecteur, en dessous du cyclopeptide, peut être associé à des biomolécules ou surfaces. Ils 

constituent un outil efficace pour des applications de marquages (ciblage de tumeurs, d'imagerie) 

[176] ou de vaccins synthétiques [177]. 

 

 

Figure 6.4: Représentation des RAFTs 
A) Structure chimique et B) modélisation moléculaire d'un exemple de cyclopeptide bi-fonctionnel avec un domaine de 
reconnaissance et un domaine effecteur. Les acides aminés en vert sont responsables de la formation de coudes ß. Les Lys, 
en noir, définissent deux modes d'adressables (R1 et R2) [178]. 

 

Concernant le couplage des sucres, responsable du domaine de reconnaissance, les groupements 

terminaux des chaines latérales des lysines sont oxydés en aldéhydes. Le couplage est réalisé par 

"click chemistry" avec les ligands par lien oxime [179] (Figure 6.5).  

 

 

Figure 6.5: Formation du lien oxime 
 

La synthèse des cyclopeptides a été faite par Carlo Pifferi, de l'équipe d'Olivier Renaudet nanobio-

DCM (Grenoble). J'ai réalisé le couplage des différents glycomimétiques (provenant du groupe 

d'Anna Bernardi) aux structures de présentations, avec l'aide de Carlo Pifferi au sein de son 

laboratoire. 

Les glycoconjugués synthétisés peuvent présenter plusieurs architectures (Tableau 6.3). Les 

dendrimères (D) et les cyclopeptides (R) constituent une 1ère génération de composés multivalents 

avec 4 ligands. Puis, les RR (cyclopeptide fonctionnalisé par 4 autres cyclopeptides) et les RD 

R
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+ N

O R'

R

R =

ligand=R'
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(cyclopeptide fonctionnalisé par 4 dendrimères) représentent la 2nd génération de composés 

multivalents avec la présentation de 16 ligands. 

De plus, les composés R-4ligands et RR-16ligands ont la propriété de présenter leurs ligands avec un 

degré de liberté moindre par rapport aux composés D-4ligands et RD-16ligands dû à la rigidité des 

RAFTs. 

 

noms 

R (Raft) 

D (dendrimères) 

Structures ligands 

R-4 

 

D-Mannose 

 

D-4 

 

D-Mannose 

 

RR-16 

 

D-Mannose 

PsDi 

Man30 

RD-16 

 

D-Mannose 

PsDi 

Man30 

Tableau 6.3: Structures de présentations de type RAFT 
Les ligands (D-Mannose, PsDi et Man030) sont représentés par des sphères bleues. 
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c"!"U" +#,1+?]H1+

Les ROD (rigid-core) sont des structures semi-rigides. Ils possèdent une structure centrale plane, 

fonctionnalisée, par "click chemistry" (CuAAC) avec des dendrimères terminaux flexibles. L'intérêt 

de cette génération de glycodendrimères est de contrôler la taille de ces molécules grâce à 

l'élongation (ROD3 22Å) ou le raccourcissement (ROD1 8Å) du corps central hydrophobe (Figure 

6.6).  

 

Figure 6.6: Stratégies de synthèse des RODs 
 

Ces composés sont générés pour obtenir un mode de présentation de ligands conjugués à une distance 

donnée. Dans ce cas présent, le composé ROD3 avec une longueur finale de 40 Å a pour but de cibler 

deux sites actifs voisins dans un tétramère de DC-SIGN. Les deux autres composés ROD1 et ROD2, 

structures plus courtes, constituent des contrôles sur le mode fixation de ROD3 et de cette stratégie 

de présentation. 

Ces composés ont été synthétisés par Norbert Varga (ROD3-6 ligands) et l'étudiante en thèse 

Stefania Ordanini (l’ensemble des RODs) dans le laboratoire d'Anna Bernardi.  

Les structures des RODs hexavalents et bivalents sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 

6.4). 

noms 
ROD-valences 

(LL Long linker 
SL short linker) 

Structures Ligands 

ROD1-6 

 

PsDi 

Man030 
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ROD2-6 

 

PsDi 

Man030 

ROD2-6 

 

PsDi 

Man030 

ROD1-LL-2 

 

PsDi 

Man030 

ROD2-LL-2 

 

PsDi 

Man030 

ROD3-LL-2 

 

PsDi 

Man030 

ROD3-SL-2 
PsDi 

Man030 

Tableau 6.4: Structures de présentations de type ROD-dendrimères 
Les ligands (PsDi et Man030) sont représentés par des sphères bleues. 

 

L'ensemble des structures de présentations conjuguées aux divers ligands est testé par SPR. Pour plus 

de clarté, les composés sont appelés sous une terminologie commune, présentés dans le tableau ci-

après (Tableau 6.5) : 
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entrée type de présentations valence ligands noms du composés 

1 dendrimères (S) 4 PsDi S-4PsDi 

2 dendrimères (S) 6 PsDi S-6PsDi 

3 dendrimères (S) 9 PsDi S-9PsDi 

4 dendrimères (S) 4 Man030 S-4Man030 

5 dendrimères (S) 6 Man030 S-6Man030 

6 dendrimères (S) 9 Man030 S-9Man030 

 

7 Calixarène (C1) 4 L-fucose C1-4Fuc 

8 Calixarène (C1) 4 D-Man C1-4Man 

9 Calixarène (C2R1) 4 L-fucose C2R1-4Fuc 

10 Calixarène (C2R1) 4 D-Man C2R1-4Man 

11 Calixarène (C2R2) 4 L-fucose C2R2-4Fuc 

 

12 Raft (R) 4 D-Mannose R-4Man 

13 Dendrimère (D) 4 D-Mannose D-4Man 

14 Raft-Raft (RR) 16 D-Mannose RR-16Man 

15 Raft-Raft (RR) 16 PsDi RR-16PsDi 

16 Raft-Raft (RR) 16 Man030 RR-16Man030 

17 Raft-Dendrimère (RD) 16 D-Mannose RD-16Man 

18 Raft-Dendrimère (RD) 16 PsDi RD-16PsDi 

19 Raft-Dendrimère (RD) 16 Man030 RD-16Man030 

     

20 ROD1 2 PsDi ROD1-2PsDi 

21 ROD1 6 PsDi ROD1-6PsDi 

22 ROD1 2 Man030 ROD1-2Man030 

23 ROD1 6 Man030 ROD1-6Man030 
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24 ROD2 2 PsDi ROD2-2PsDi 

25 ROD2 6 PsDi ROD2-6PsDi 

26 ROD2 2 Man030 ROD2-2Man030 

27 ROD2 6 Man030 ROD2-6Man030 

28 ROD3 1 Man030 ROD3-1Man030 

29 ROD3-SL (short linker) 2 PsDi ROD3-SL-2PsDi 

30 ROD3-LL (long linker) 2 PsDi ROD3-LL-2PsDi 

31 ROD3-SL (short linker) 2 Man030 ROD3-SL-2Man030 

32 ROD3-LL (long linker) 2 Man030 ROD3-LL-2Man030 

33 ROD3 6 PsDi ROD3-6PsDi 

34 ROD3 6 Man030 ROD3-6Man030 

Tableau 6.5: Noms des composés donnés en fonction du type de présentation multivalente, la valence 
et la nature du ligand 

6.2. L==%(%)*1+ 6,72)%D,1+ 3,1+ ./&0/1*1+ &'7)%D27,()1+ ,1)%&*,1+

026+),1)+./&0*)%)%= 

6.2.1. P,1)+./&0*)%)%=+026+AF? 

L'affinité relative des ligands multivalents pour DC-SIGN est évaluée par test compétitif en évaluant 

leur capacité à inhiber l'interaction DC-SIGN ECD avec BSA-Man. En effet, la BSA-Man est utilisé, 

dans ce cas présent, comme ligand artificiel de DC-SIGN en remplacement à la gp120 plus coûteuse. 

Tous les composés sont préparés dans le tampon de course ± 4% DMSO, selon le degré de solubilité 

des composés. 

Le principe est explicité dans la partie 4.2.1. La BSA-Man avec 12 sites de trisaccharides branchés 

(Man(α1-3)Man(α1-6)Man) par molécule de BSA, est couplé à la surface covalemment par lien 

amine. La stabilité et l'activité de la surface BSA-Man sont contrôlées en début, au cours et en fin 

d'expériences. Dans un premier temps, l'affinité relative de DC-SIGN ECD est estimée par le modèle 

steady state affinity. 
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Figure 6.7: Titration de DC-SIGN ECD sur la surface BSA-Man 
A) Sensorgramme corrigé à la surface de référence de DC-SIGN ECD allant de la concentration 0.19 µM à 50 µM par 
incrément de concentration d'un facteur 2. B) Les points expérimentaux (#) correspondent aux valeurs Req de l'interaction de 
DC-SIGN ECD, à une concentration donnée, à la surface BSA-Man. La modélisation de la courbe (−) selon l'équation 
steady state affinity. LA BSA-Man est immobilisé à 1600 RU et le KD apparent de DC-SIGN pour la surface est calculé à 
3.74 µM. 

 

Pour l'ensemble des expériences réalisées, et d'une puce à une autre, les valeurs de KD apparent  de 

DC-SIGN ECD pour la surface BSA-Man sont de l'ordre de 1.5 à 4.5 µM.  

De plus, des injections répétitives de DC-SIGN seul (10 µM) sont réalisées au début de l'expérience, 

entre les gammes de composés et la fin de l'expérience. Celles-ci permettent d'évaluer la stabilité 

fonctionnelle de la surface sur l'ensemble de l'expérience. Le signal obtenu montre une diminution de 

2 % après plus de 60 cycles de régénération de la surface.  

Des contrôles additionnels sont inclus dans chaque expérience par la mesure de l'IC50 de composés 

naturels de réfèrences (D-mannose, L-fucose et Man(α1-2)Man) ou de glycomimétiques (PsDi, 

Man030) sur les pistes 2, 3 et 4 en série. La variation d'IC50 entre les 3 pistes est inférieure à 5%, ce 

qui signifie que les résultats sont reproductibles sur 3 surfaces indépendantes et d'une campagne de 

mesure à une autre (n) (Tableau 6.6). 

Composés IC50 k SD, µM n 

D-Mannose 3057 k!``#W 12 

L-fucose 2480 k!"Q#6 5 

Manα1-2Man 964 k!"E#` 8 

PsDi 941 k!5W#5 6 

Man030 380 k!"_#E 7 

Tableau 6.6: Valeurs et variations des IC50 
 

Ainsi, le système d'interaction permet d'évaluer des composés qui ont des affinités relatives (IC50) 

supérieur à 5 µM correspondant à la limite de l'affinité intrinsèque entre la surface BSA-Man et 

DC-SIGN ECD (KD apparent = 4.5 µM). Pour les composés de meilleures affinités, un autre mode 

d'évaluation sera utilisé et présenté dans la partie 6.3. 
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Les résultats obtenus pour les composés multivalents sont décomposés en 4 parties selon le type de 

présentation abordé. Les histogrammes à gauche correspondent aux IC50 moyens et celui de droite 

aux facteurs d'avidités générés pour les composés étudiés. 

c">"!"!" XD27'2)%/(+3,+7$2==%(%)*+3,1+3,(36%&56,1+

Les tests d'inhibitions des structures dendrimères montrent clairement une amélioration croissante de 

l'affinité relative pour DC-SIGN en augmentant le nombre de valence (Figure 6.8).  

En comparant l’affinité des dendrimères pour une même structure de présentation avec des ligands 

différents, il est remarqué que toutes les structures donnent une meilleure activité avec le ligand 

Man030. De plus, la présentation d'un monovalent Man030 à un tétravalent S-4Man030 augmente 

fortement son affinité (facteur ß d'avidité proche de 6). 

 

Figure 6.8: Activités inhibitrices (IC50) et facteurs d'avidités des dendrimères (S) comportant 4, 6 et 9 
ligands de type PsDi ou Man030 

 

En présentant deux ligands supplémentaires (S-6Man030), une faible amélioration est observée 

atteignant un facteur d'avidité de 9. En revanche, un dendrimère avec 9 Man030 ne présente aucun 

gain bénéfique de l'activité inhibitrice pour DC-SIGN. Ceci peut être expliqué par une présentation 

défavorable des ligands qui empêchent l'accessibilité de chaque ligand à DC-SIGN. Une seconde 

hypothèse tient au fait que l'on a atteint le plancher d'affinité du système rapporteur. Les IC50 et 

facteurs d'avidités sont mentionnés dans le Tableau 6.7. 

 Ligand PsDi Ligand Man030 

IC50, µM facteur β IC50, µM facteur β 

mono 1010 ± 99 - 302 ± 40 - 

S-4 136 ± 23 1.87 12 ± 3 6.41 

S-6 32 ± 5 4.35 5.7 ± 1.6 9.00 

S-9 14 ± 0.5 8.00 8.3 ± 0.2 4.17 

Tableau 6.7: Valeurs des IC50 ± SD (µM) et des facteurs d'avidités pour les dendrimères 
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Dans le cadre des tests d’inhibitions, l’avidité générée par les dendrimères pour DC-SIGN 

tétramérique (DC-SIGN ECDtétra) est potentiellement expliquée par plusieurs mécanismes 

moléculaires:  

1) La haute concentration locale de ligand présentée par les dendrimères permet l'association du 

composé par réassociation statistique pour DC-SIGN. 

2) La capacité du composé multivalent à reconnaître plusieurs sites actifs de DC-SIGN voisins par 

effet cluster. 

Une troisième possibilité de fixation non retenue dans ce cas présent est l'association des dendrimères 

entre deux CRDs à l'intérieur d'un même tétramère de DC-SIGN. En effet, les dendrimères S-4 et S-6 

sont des structures flexibles avec des tailles relativement petites atteignant 30 Å sous leurs formes les 

plus étendues [160]. La distance de deux sites actifs au sein de DC-SIGNtetramérique est estimé à 40 Å 

[90] et ne permet pas le pontage du dendrimère sur deux CRDs voisins (Figure 6.9). 

 

Figure 6.9: Modélisation de l'interaction dendrimère S-4 avec DC-SIGNtetra 
A) Modélisation du S-4 dans sa forme la plus étendue. B) Vue de dessus et de profil de l’interaction S-4 avec DC-SIGNtetra. 
Les ions Ca2+ sont représentés en sphère rose [160]. 

c">"!">" XD27'2)%/(+3,+7$2==%(%)*+3,1+.27%<265(,1+

Les calixarènes avec 4 ligands L-Fucose et D-Mannose sont analysés par test compétitif. En plus, de 

déterminer l'affinité relative et l'avidité générée par les calixarènes, les différents modes de 

présentation des ligands sont des indices pouvant changer l'affinité et expliquer la prédominance d'un 

mode de fixation par rapport à un autre.  

Les résultats d'IC50 montrent clairement une très bonne activité inhibitrice des calixarènes pour 

seulement 4 ligands (Figure 6.10). Le facteur d'avidité est compris entre 30 et 40 fois, quatre fois plus 

important que les dendrimères.  
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Figure 6.10: Activités inhibitrices (IC50) et facteurs d'avidité des calixarènes (C) 
 

Le changement d'orientation des ligands pour les structures C1 et C2 ne montre pas de différence 

importante en terme d'affinité et d'avidité (Tableau 6.8). De plus, les composés multivalents à base 

L-Fucose sont légèrement mieux reconnus que ceux à base D-Mannose.  

 

 Ligand L-fucose Ligand D-Mannose 

IC50, µM facteur β IC50, µM facteur β 

mono 2480 ± 17.3 - 1724 ± 58.2 - 

C1-4 26.5 ± 0.4 24 45.3 ± 8.3 9.5 

C2R1-4 17 ± 3.5 38 14.6 ± 0.7 29.5 

C2R2-4 23.9 ± 0.5 26 - - 

Tableau 6.8: Valeurs des IC50 ± SD (µM) et les facteurs d'avidités pour les calixarènes 
 

Cependant, une légère préférence est observée pour la structure C2 possédant de part et d'autre de la 

cavité centrale deux ligands. Ceci est expliqué probablement par l'augmentation de la probabilité 

qu'un ligand rencontre DC-SIGN.  

Ce mode présentation C2 semi-rigide est potentiellement capable de ponter plus facilement deux sites 

actifs de deux DC-SIGN voisins grâce à sa structure plus étendue. En revanche, l'effet de 

réassociation est diminué par rapport à C1 avec seulement deux ligands "proches" dans l'espace. 

En comparant les affinités obtenues pour les dendrimères possédant déjà des ligands optimisés, on 

constate que le mode de présentation est crucial dans le gain d'affinité et d'avidité. En effet, 4 fucoses 

présentés par des calixarènes (C2R1-4) a une affinité de 17 µM alors qu'un dendrimère avec 4 PsDi 

(S-4) est proche de 126 µM. Les calixarènes sont des composés dont le mode de présentation est très 

favorable pour augmenter l'affinité et générer de l'avidité. 
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Le troisième type de structure multivalente testé est basé sur une structure rigide peptidique (RAFT) 

fonctionnalisée par des ligands (R-4) ou d'autres plateformes de présentations (RR ou RD) 

aboutissant à 16 ligands terminaux. Les multivalentes formes de présentations du D-mannose sont 

criblées par test compétitif (Figure 6.11).  

 

Figure 6.11: Activités inhibitrices (IC50) et facteurs d'avidité des cyclopeptides (RR et RD)  
 

R-4 améliore légèrement l'affinité du ligand avec un gain d'avidité triplé par rapport au monovalent, 

tandis que les composés RR-16 et RD-16 montrent des gains d’avidité par ligand jamais obtenus 

jusqu'alors entre nos mains pour DC-SIGN. On atteint ainsi des valeurs ß entre 50 et 60 (Tableau 

6.9). Cependant, les affinités obtenues pour ces deux derniers composés sont à la limite des affinités 

du système rapporteur. Ces affinités peuvent être potentiellement sous-estimées, une stratégie 

différente sera abordée pour estimer l'affinité de ces composés (partie 6.3). 

 Ligand D-Mannose 

IC50 ± SD µM facteur β 

Mono 3138 ± 127 - 

R-4 1009 ± 10.4 3 

D-4 129 ± 4.7 6 

RR-16 4 ± 0.09 49

RD-16 3.2 ± 0.07 62 

Tableau 6.9: Valeurs des IC50 (µM) et les facteurs d'avidités pour les cyclopeptides 
 

De plus, une amélioration de l’activité inhibitrice est observée pour les composés ayant des 

dendrimères terminaux (D4 et RD-16), sans doute dû à une flexibilité plus importante des ligands 

pour interagir avec DC-SIGN. 
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En raison du nombre important de ligands présents sur RD et RD, il est très difficile d'attribuer les 

modes d’interactions prédominants pour se lier à DC-SIGN. Ce composé peut certainement se lier 

par réassociation statistique, par effet cluster et potentiellement chélater deux CRDs d’un DC-SIGN. 

c">"!"U" G/&0262%1/(1+3,1+1)6'.)'6,1+

Après avoir étudié chaque structure séparément, il est intéressant de voir pour un même nombre de 

ligands, l'affinité et l'avidité généré par les structures de présentations incluant les dendrimères-

Boltorn (S), les calixarènes (C), les RAFTs (R) et les dendrimères (D). Voici présenté ci-dessous les 

IC50 obtenus (Figure 6.12) pour l'ensemble des composés multivalents présentant 4 ligands 

D-Mannose. 

 

Figure 6.12: Comparaison des IC50 des structures de présentations de valence 4 
La valeur de l'IC50 de S-4Man est extraite de [160]. 

 

Les différences d'affinités sont très importantes selon le mode de présentation choisi. Les structures 

rigides et flexibles non orientées, correspondant respectivement aux RAFTs et aux dendrimères, sont 

défavorables en terme d'affinité et d'avidité pour DC-SIGN. En revanche, les structures de 

présentations semi-orientées améliorent l'affinité. On constate que les calixarènes sont des composés 

très actifs avec un IC50 de 14.6 µM pour seulement une présentation de 4 ligands. 

D'après les comparaisons faites pour les différentes structures de présentations, il a été pensé de 

générer des composés multivalents non plus complètement flexibles ou semi-orientés mais orientés 

afin d'améliorer encore plus cette affinité. Tout est l’enjeu des molécules décrites dans la partie 

suivante. 
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La dernière classe de composé multivalent et la plus étudié au cours de cette thèse sont les 

RODs-dendrimères. Les molécules contiennent un corps rigide central dont la taille peut-être 

modulée afin de couvrir la distance entre deux sites actifs de DC-SIGN. Ils ont été conçus et 

synthétisés dans le but de favoriser une interaction multivalente forte par récepteur (effet chélate) 

sans nécessairement utiliser des valences importantes. Les différentes structures testées sont 

présentées dans la publication n°1 :  

 

DESIGNING NANOMOLAR ANTAGONISTS OF DC-SIGN-MEDIATED 

HIV INFECTION: LIGAND PRESENTATION USING MOLECULAR RODS 

 

Résultats principaux de cette étude : 

La rationalisation initiale ayant conduit à ces RODs est validée. On observe un effet de l'affinité 

directement lié à la taille du ROD.  

Les RODs fonctionnalisés par des 6 ligands glycomimétiques sont des inhibiteurs actifs de DC-SIGN 

comparable à des affinités d'inhibiteurs à haute valence. Les modèles cellulaires de trans-infection 

montrent clairement l'activité inhibitrice au nanomolaire du ROD3-6Man030 pour DC-SIGN. 

De plus, les tests SPR par compétition montrent des limites physiques. En effet, ce test n'est plus un 

système adéquat pour évaluer l'affinité pour les composés hautement actifs (en dessous du 

micromolaire). 

Les contributions : 

L'ensemble des composés a été synthétisé par le groupe d'Anna Bernardi. Les études de modélisation 

moléculaires on été conduits par le groupe d'Anna Bernardi sur la base du modèle structural du 

tétramère de DC-SIGN généré par notre équipe (enveloppe SAXS [90]).  

La production de DC-SIGN ECD et l'ensemble des tests d'inhibitions par SPR ont été réalisés dans 

notre Institut. 

Ma contribution personnelle : 

J'ai produit et purifié DC-SIGN ECD nécessaire pour les expériences SPR. 

J'ai effectué l’ensemble des tests SPR et extrait les données relatives aux composés. Les 

sensorgrammes et courbes d'inhibitions que j’ai réalisé figure dans le « supplementary materials » de 

la publication n°1 (Annexes n°5). De plus, j’ai participé à la préparation de cette publication. 

Pour l'analyse de certains composés, nous avons accueilli Stefania Ordanini du laboratoire d'Anna 

Bernardi pour lui apprendre l'utilisation de la SPR. J'ai pris en charge sa formation d'un point de vue 

pratique (préparation de la surface et des composés) et dans l'analyse des données.  
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DC-SIGN antagonists were designed combining one selective mono-

valent glycomimetic ligand with trivalent dendrons separated by a

rigid core of controlled length. The design combines multiple multi-

valency effects to achieve inhibitors of HIV infection, which are active

in nanomolar concentration.

Carbohydrate–protein interactions in biological systems mostly

occur among multivalent partners. This increases the potency

of sugar ligands that in monovalent form would be too weak to

have biological relevance. To interfere with such interactions,

multivalent antagonists have been designed, which include a

variety of scaffolds.1 Potency enhancement in multivalent ligands

can result from different mechanisms, including clustering of

soluble partners (Fig. 1A), chelation (Fig. 1B) and statistical

rebinding (or proximity, Fig. 1C) effects, which can be exploited

to different degrees by different ligand/target pairs.2

The ability of a multivalent ligand to chelate (i.e. to bind

simultaneously) more than one binding site of a target critically

depends on the spacer separating the ligand subunits. The

design of effective spacers requires a delicate balance between

rigidity, which favors association by decreasing the entropic

cost, and flexibility, which helps the ligand system to adapt to

the protein, being itself a flexible, dynamic target. Most systems

reported so far have been built using flexible spacers, which

are both synthetically more accessible, and more tolerant of

design imperfections.3,4

Together with the Pieters group, we have recently reported the

synthesis of rod-like rigid spacers 1–3 (Scheme 1 and Scheme SI-2 in

the ESI†) of variable length, based on phenylene-ethynylene units and

their incorporation into divalent ligands for P. aeruginosa lectin LecA.5

We now show how these rod-like spacers can be used in the modular

design of hexavalent dendrimers with a rigid core of defined length,

targeted against DC-SIGN, a tetrameric C-type lectin receptor of

dendritic cells hijacked by many pathogens in their infection cycle.6

Antagonists of DC-SIGN have been proposed as inhibitors of various

viral infections, including HIV, Ebola and Dengue.7

Fig. 1 (A) A multivalent ligand (red) clustering a soluble protein (blue); (B) a
multivalent ligand chelating a divalent protein; (C) a multivalent ligand
binding to a protein exploiting the statistical rebinding (proximity) effect.

Scheme 1 Strategy for the design of the rod-based dendrimers.
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The general strategy we describe here to target DC-SIGN strives to

exploit both chelation and statistical rebinding effects by spacing two

appropriate trivalent ligands in a controlled fashion, so as to achieve

efficient bindingwith relatively low valency of the construct. The design

of thedendrimers (Scheme1) includes 4, amannose-basedmonovalent

ligand of moderate affinity (0.3 mM) and good selectivity for DC-SIGN

over Langerin,8 and dendron 5, which presents three copies of 4 and is

equipped with an azido group at the focal point for conjugation to the

rods.9 Depending on the length of the rod spacer (see ESI†), the new

constructs were predicted to span the required distance for chelation of

contiguous binding sites in DC-SIGN (B4 nm).10 Additionally, dendron

5 has a PEG-like structure, which grants the flexibility required for

optimal adaptation.11 Controls bearing the lower affinity mannoside 6

allowed assessing the role of themonovalent ligand in determining the

overall activity of the construct. Divalent structures were also synthe-

sized, either by direct conjugation of 4 and 6 to the rods, or using 7, to

afford dimers of comparable length (Scheme 1). Analysis of the binding

efficiency and comparison of hexavalent and divalent structures

allowed dissecting the relative importance of chelation and statistical

rebinding for this interaction. Optimal combination of rod length,

valency and monovalent ligand yielded a hexavalent dendrimer which

inhibits DC-SIGN mediated transmission of HIV infection in nano-

molar concentrations. Here we report our results.

Dendron 5
9 and rods 1–35 were prepared as previously described.

A copper(I) catalyzed dipolar cycloaddition (CuAAC) between 5 and the

appropriate diynes 1–3 yielded hexavalent dendrimers of increasing

dimensions, bearing either 4 or 6 as the ligand (Table 1). Divalent

controls were synthesized using the same approach using ligands 7.4

and 7.6 (with a linker length equivalent to the length of the dendron

chain), or conjugating 4 and 6 directly to 3. The compounds prepared

are shown in Table 1. All compounds were water soluble (Z150 mM).

They were purified by either reverse phase chromatography

(C18 silica) or gel filtration (Sephadex LH-20) and characterized

by NMR and MS analysis. Details of the synthesis and char-

acterization are reported in the ESI.† Hexavalent dendrimers

8.4 and 8.6, known to operate only by statistical rebinding and

clustering effects,9 were used as reference.

The activity of all compounds was tested by SPR in the previously

established competition assay that measures their ability to inhibit

binding of theDC-SIGN extracellular domain (ECD) tomannosylated

bovine serum albumin (Man-BSA) immobilized onto the SPR sensor

surface.8 The results are shown in Fig. 2 and Table 2. Sensorgrams

and inhibition curves are collected in the ESI† (Fig. SI-7 and SI-8).

Clear trends are shown by the constructs bearing the lower activity

pseudo-dimannoside ligand 6 (Fig. 2, blue bars; Table 2, ligand 6

row). In the hexavalent series (8.6, 1.5.6, 2.5.6 and 3.5.6), affinity and

relative inhibitory potency b12 increase regularly with the length of

the rod, reaching IC50 = 9 mM and b = 17 with 3.5.6 (Table 2).

Similarly, in the group of divalent ligands 1.7.6, 2.7.6 and 3.7.6

the IC50 values decrease regularly as the rod length increases and the

b-factor increases from 2 to 7 (Fig. 2, divalent rods, blue bars).

For these compounds, data also show an important effect of the

length of the linker connecting the rod to the active ligand. The

short linker dimer 3.6 with an IC50 of 36 mM is twice as active as

the corresponding long linker derivative 3.7.6 (IC50 67 mM), as a

result of entropy loss associated with a long flexible linker.

Comparison of b-factors for hexavalent and divalent constructs

of a similar core reveals the positive effect of the local increase

of ligand concentration generated by the trivalent dendron in

1.5.6, 2.5.6 and 3.5.6, which corresponds to an increase of the

relative potency by at least a factor of two. As expected, all

dendrimers bearing the higher affinity monovalent ligand 4 are

Table 1 Structures of the tested pseudoglycodendrimers

Structure
Ligand 6 Ligand 4

1.5.6 1.5.4

2.5.6 2.5.4

3.5.6 3.5.4

1.7.6 1.7.4

2.7.6 2.7.4

3.7.6 3.7.4

3.6 3.4

8.6 8.4

Fig. 2 DC-SIGN inhibition activities of glycodendrimers bearing ligand 6 (blue

bars) or 4 (green bars). DC-SIGN (20 mM) and compounds at increasing

concentration were co-injected over a CM4 chip where Man-BSA (Mana1–

3[Mana1–6]Man-BSA, 15 trimannose residues, on average) has been immobilized.

IC50 are expressed as dendrimer concentration (mM).
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more active than the corresponding ones based on 6 (compare
blue bars and green bars in Fig. 2). In the divalent series 1.7.4,
2.7.4 and 3.7.4, activities and b-factors increase regularly with
the rod length. Again, optimal affinity values are obtained with a
long rod and a short flexible linker (3.4, IC50 = 8 mM), indicating a
good preorganization of the antagonist.3 No apparent trend is
revealed in the hexavalent series (8.4, 1.5.4, 2.5.4 and 3.5.4): all
compounds show similar IC50 in the low mM range (Fig. 2, hexa-
valent rod panel) and similar b-factor (approximately 10, Table 2).
With an apparent IC50 of 5 mM, these compounds have achieved
the intrinsic affinity of DC-SIGN ECD for the Man-BSA functiona-
lized surface, thus the lower limit of the assay. The inhibition
curves observed only mirror the interaction curve of the reporter
system, which has become limiting (Fig. SI-8, ESI†).

Selected compounds were therefore tested in a more sensitive
assay, using a cellular model of HIV-1 infection. B-THP-1 cells
expressing DC-SIGN were used as a model of DCs and inhibition
of trans infection of CD4+ T-lymphocytes was analyzed (see ESI†
for full method details). The results of these trans infection studies
(Fig. 3, top) showed a clear dose–response effect for all the
tested inhibitors 8.4, 1.5.4, 3.5.4, 3.7.4 and 3.4. An IC50 around
1 mM was confirmed for 8.4, as previously reported,9 and a
similar value was obtained for divalent 3.7.4. The hexavalent
elongated structures of 1.5.4 and 3.5.4 and the divalent short

linker version 3.4 display an activity improved by one order of
magnitude or more and dependent on the rod length and the
overall valency of the system. In a second set of experiments,
dose–response was measured at lower concentrations for 1.5.4,
3.5.4 and 3.4 (Fig. 3, bottom). Data fitting to 1 :1 hyperbolic decay
afforded IC50 values of 67 nM, 24 nM and 161 nM, respectively.
Thus, these experiments confirmed that also in the cellular model
inclusion of a rigid spacer at the dendrimer core has a strong
positive effect on the antagonist activity. Dendrimer 3.5.4 (IC50

24 nM) is 40 times more active than 8.4 and among the most
potent DC-SIGN antagonists reported.13 The data also confirm the
impressive activity of the divalent ligand 3.4, but, as in the SPR study,
suggest that higher local concentration of the ligand is beneficial to
effectively block the infection. It is worth noting that SPR assays are
performed using DC-SIGN solubilised in the medium and therefore
they measure effects derived also from the protein aggregation
mechanism (Fig. 1A). In contrast, in cellular studies the protein is
immobilized in the cell membrane. Nonetheless, both assays clearly
show that both the length of the rod and the overall valency of the
material have an influence on the IC50 values.

In order to interpret the results on a structural basis, the shape
and size of the ligands were simulated by molecular dynamics, using
the 6 series as models. For the sake of simplicity, the PEG chains on
the rods were replaced with methyl ethers. Starting structures were
obtained by simulated annealing and then subjected to multiple
StochasticDynamics (SD) simulation cycles for a total SD time ranging
from 125 to 150 ns (OPLSA-2005 force field, GB/SA water solvation
model; controls were synthesized also using an explicit water solvation
model, details are provided in the ESI†). Mannose is known to use O3
and O4 to coordinate the Ca2+ ion in the DC-SIGN binding site and
the distance between two adjacent sites in the tetrameric protein was
estimated to be at least 38 Å by SAXS.10 Thus, the potential of
multivalent compounds to simultaneously coordinate two Ca2+ sites
was evaluated by monitoring the distance between Man-O3 of two
distal sugar residues during the simulation. The time course of the
distances is shown in Fig. SI-1/SI-4 of the ESI.† Average values hdO3–O3i

and values at the maximum extension Max dO3–O3 are reported in
Table SI-1 (ESI†), together with the dendrimers’ gyration radius. The
simulations confirm that the hexavalent dendrimer 8.6 (Max dO3–O3

35.4 Å) is not likely to bridge between two DC-SIGN binding sites,
even at its maximum extension.9 All dendrimers that include a rod
at their core, even the shortest one 1, can comfortably reach across
in their most extended conformations. However, the flexibility of
the long linker in 1.7.6, 3.7.6 and 3.5.6 allows the sugars to fold over
the aromatic cores, producing much more compact conformations
that represent over 95% of the sampled population. Representative
folded conformations of 3.7.6 and 3.5.6 are shown in Fig. 4.

Table 2 IC50 values (mM, dendrimer concentration) of multivalent derivatives of 6 or 4 inhibiting binding of DC-SIGN ECD to immobilized Man-BSA

IC50 (mM) (b-factor)a

Scaffold

Ligand Mono 8 1.5 2.5 3.5 1.7 2.7 3.7 3

6 901 (1) 39 (4) 34 (4) 25 (6) 9 (17) 295 (2) 175 (3) 67 (7) 36 (13)
4 271 (1) 5b (10) 6b (8) 7b (7) 5b (9) 61 (2) 34 (4) 19 (7) 8b (17)

a Valency corrected b-factor12 (relative inhibitory potency). b Lower limit of the assay was reached.

Fig. 3 Trans infection experiments. Compounds were tested at the con-

centrations indicated and compared with the effect of the medium (MED).

Experiments were performed on CD4+ T-lymphocytes isolated from 3

different healthy donors. The concentration of p24 in co-culture super-

natants reflects the level of infection. Values represent the mean� SD (top)

8.4, 1.5.4, 3.5.4, 3.7.4, and 3.4 in the concentration range 1–50 mM;

(bottom) 1.5.4, 3.5.4 and 3.4 in the concentration range 0.01–10 mM.
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The most extended average structure was calculated for the short
linker dimer 3.6, which features Max dO3–O3 and hdO3–O3i of 43.3 Å
and 31.7 Å, respectively. Most importantly, 30% of the structures
sampled during the simulations display dO3–O3 larger than 35 Å and
are therefore likely to be productive as protein chelating agents.
This supports the notion that dimer 3.6 is optimally preorganized
for DC-SIGN binding. Indeed, docking it within two adjacent
binding sites of a DC-SIGN tetramer yielded a complex (Fig. 5)
that was stably bound during dynamic simulations performed
using an implicit GB/SA water model (25 ns). Similar complexes
generated for the long linker dimers 3.7.6 (Fig. SI-6B, ESI†) and
1.7.6 (Fig. SI-6C, ESI†) also showed stable chelation over the
course of 25 ns simulations, accompanied by extensive dynamics
of the flexible linkers.

It was recognized early on that multivalent presentations of native
ligands could improve recognition by DC-SIGN14 and the concept was
used with many different constructs.1 It is still debated whether
designing ligands for accurate fitting of polyvalent targets is worth
the effort, as compared to ‘‘brute force’’ high valency presentation of
weak ligands (often easily accessible: e.g.monosaccharides). Of course
this has implications beyond carbohydrate–protein interactions and
the final response will have to account also for additional considera-
tions, such as costs (siding against design) and regulatory problems
(siding against poorly controlled and ill characterized polyvalent
materials). Additionally, the optimal presentation format may vary
in different situations depending, most notably, on whether the
multivalent target is soluble or embedded in membranes, which
controls the occurrence of aggregation effects. It is well-established
and confirmed by the present study that the design of themonovalent
ligand has a measurable impact on the affinity of constructs of
moderate valence. Probably, the most important consequence of

monovalent ligand design is the ability to achieve selectivity.8 The
work described here shows that rod-like rigid spacers can be used to
control the size of multivalent constructs to match the target dimen-
sion, thus maximizing the impact of the system valency. Extended
spacers of ‘‘perfect’’ length as in 3.4 generate excellent divalent
binders. Addition of a flexible linker causes entropic loss upon
binding and reduces the activity (compare 3.4 and 3.7.4 in Fig. 3,
top). However, inclusion of even a slight increase in local concen-
tration of the ligand, such as that provided by the two trivalent
dendrons in 3.5.4, can make up for under-optimization of the linker
and is a good trade-off between the two concepts of fitting by design
and affinity by avidity.

The design of DC-SIGN antagonists is actively explored as an
approach to blockmucosal pathogens that are still a challenge for the
development of vaccines. Compound 3.5.4 was designed as a rational
combination of three elements: an effective (and selective) mono-
valent ligand, a rigid core of appropriate length and two trivalent
dendrons. The material obtained inhibits DC-SIGN mediated HIV
transmission with an IC50 in the nM range, a result that compares
well with known DC-SIGN antagonists (polymers, dendrimers
or gold nanoparticles) of much higher valency.13a,c,d

This work was supported with funds from ETN-Carmusys
(PITN-GA-2008-213592) and CM1102 COST Action.
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Fig. 5 Docked complex of divalent ligand 3.6 on the DC-SIGN tetramer

showing that the compound can reach across to adjacent binding sites.
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Au terme de l'étude par test compétitif des composés multivalents, la corrélation entre l'augmentation 

de la valence et le pouvoir inhibiteur des composés est étroitement lié. Les structures flexibles de 

type dendrimères-Boltorn montrent une certaine limitation dans les modes de fixation proposés. A 

l'inverse,  les cyclopeptides imposent une certaine rigidité pour lier DC-SIGN qui ne joue pas en sa 

faveur.  

Une affinité relative proche de la dizaine de micromolaire est atteinte pour les calixarènes. Ces 

composés ont une capacité d'inhibition très forte avec cette architecture semi-orientée fonctionnalisée 

par 4 ligands naturels. Ces composés sont potentiellement de bons candidats pour le dévellopement 

d’inhibiteurs multivalents. 

 

Concernant les cyclopeptides et les RODs, il semblerait que l'estimation de l'affinité soit sous-

estimée pour les composés de hautes valences (respectivement 16 et 6 ligands). En effet, les IC50 

proches de l'affinité du système rapporteur DC-SIGN/surface BSA-Man ne permet pas d'estimer des 

affinités plus basses que ce dernier. Cette hypothèse a été confirmée dans la publication n°1 avec le 

ROD3-6Man030, attendu au nanomolaire. 

D'autre part, le KD de DC-SIGN ECD pour une surface fonctionnalisée par une glycoprotéine est 

normalement attendue à une affinité du nanomolaire [40], hors ce n'est pas le cas dans les tests 

compétitifs développés dans le laboratoire. Ce résultat est difficilement compréhensible. Plusieurs 

hypothèses peuvent être mentionnées:  

- Un problème d'accessibilité de l'ensemble des oligosaccharides à la surface pour DC-SIGN.  

- L'affinité de DC-SIGN pour la surface BSA-Man est guidée par l'avidité qui n’est pas favorable 

dans ce cas. En effet, DC-SIGN en solution ne possède que 4 points d’accroches à la surface 

présentés par ces 4 CRDs tandis que le second partenaire avec des sites plus nombreux est 

immobilisé (12 sites de glycosylations). Les différentes possibilités de présentations des 

glycosylations de la BSA à la surface sont restreintes. 

De plus, une titration de DC-SIGN est effectuée sur une surface fonctionnalisée par gp120. Sans 

surprise, un KD au micromolaire a été de nouveau estimé pour la surface (Figure 6.13) alors que 

l’affinité est connue pour être du nanomolaire [40].  
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Figure 6.13: Titration de DC-SIGN ECD sur la surface gp120 
A) Sensorgramme corrigé à la surface de référence de DC-SIGN ECD allant de la concentration 0.02 µM à 50 µM. B) Les 
points expérimentaux (#) correspondent aux valeurs Req de l'interaction DC-SIGN ECD à une concentration donnée à la 
surface gp120. La modélisation de la courbe (−) selon l'équation steady state affinity. gp120 est immobilisé à 269 RU et le 
KD apparent calculé est de 3.68 µM. 

Autrement dit, les composés potentiellement très actifs (IC50 inférieurs à 5 µM) sont maintenant 

testés par interaction direct avec une surface orienté DC-SIGN S-ECD. 

c"K" Q(),62.)%/(+3%6,.),+1'6+3,1+1'6=2.,1+/6%,()*,1+

c"K"!" Q(),62.)%/(+3%6,.)+

L'affinité relative des composés multivalents potentiellement très actifs pour DC-SIGN est évalué par 

interaction direct.  

Les surfaces SPR sont fonctionnalisées par DC-SIGN S-ECD de manière orienté grâce à l’étiquette 

StrepTagII. La topologie de DC-SIGN est conservée grâce à un mode fixation doux à la surface. La 

présentation et la concentration des récepteurs sur la surface reflètent au plus près la disposition des 

lectines à la surface cellulaire, recréant ainsi artificiellement l’affinité et l’avidité générée par 

DC-SIGN. 

L’affinité d'un composé multivalent est estimée par son KD apparent (KD app) pour la surface orientée 

DC-SIGN S-ECD. L'établissement et la mise en place de cette interaction directe par SPR (principe 

présenté dans la partie 4.2.) ont déjà été réalisés avant mon arrivée par Ieva Sutkeviciute à la fin de 

sa thèse. Cependant, la complexité des sensorgrammes et les difficultés rencontrées dans la 

modélisation des courbes d'affinité n’a pas permis d'exploiter cette approche à cette époque.  

Au cours de ma thèse, j'ai pu développer ces analyses, extraire et étudier les données obtenues pour 

exploiter les résultats bruts et mener des investigations sur les interactions moléculaires impliqués. 
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Voici présenté ci-dessous (Figure 6.14) la problématique à laquelle j'ai été confrontée en début de 

thèse. La titration du composé hexavalent (ROD3-6Man030) sur une surface DC-SIGN conduit à 

l'obtention d'un sensorgramme à priori à l'allure habituelle avec une cinétique d'association et de 

dissociation. Les kon et koff modélisant cette interaction multivalente n'est pas accessible dû à la 

complexité des mécanismes moléculaires mis en jeu. Cependant, la détermination d'un KD ou d'un 

EC50 à partir d'un modèle steady state affinity ou 4-parameter logistic est potentiellement accessible. 

Dans le cas présent, à forte concentration (supérieur à 20 µM), le signal de détection augmente 

fortement et devient proportionnel à la concentration (flèche noire, Figure 6.14).  

 

Figure 6.14: Titration de ROD3-6Man030 sur la surface DC-SIGN S-ECD 
A) Sensorgramme de ROD3-6Man30 corrigé à la surface de référence StrepTactine allant de la concentration 0.29 µM à 
150 µM. La flèche noire montre les courbes pour lesquelles les courbes sont concentration-dépendants. B) Les points 
expérimentaux (#) correspondent aux valeurs Req de l'interaction à une concentration donnée de ROD3-6Man030 à la 
surface DC-SIGN S-ECD. La modélisation de la courbe (−) selon le modèle 4 parameter logistic. DC-SIGN S-ECD est 
immobilisé à 2300 RU.  

 

Une linéarité est observée lors de la modélisation de la courbe à partir de 20 µM (Figure 6.14B). Le 

KD ou l'EC50 ne peut pas être déterminé. Deux explications peuvent être envisagées pour ce 

phénomène rencontré: 

Plusieurs événements moléculaires d’interaction sont cumulés et ne permet d’obtenir une 

modélisation de la courbe en steady state affinity suivant le modèle de Langmuir 1:1. Le profil 

expérimental obtenu après représentation secondaire (Figure 6.14B) est schématisé dans la figure ci-

dessous (Figure 6.15A). La première partie de la courbe (rouge) impliquerait un mécanisme 

moléculaire d’interaction multivalent conduisant à une forte interaction (Figure 6.15A) tel que l’effet 

chélate, cluster ou réassociation statistique. Par approximation, on considère le composé multivalent 

comme un analyte et un DC-SIGN S-ECDtetra comme un ligand. Après modélisation de la courbe, un 

KDapparent est obtenu pour la surface DC-SIGN S-ECD. 

La seconde partie, partie ascendante de la courbe (bleu), pourrait correspondre probablement à la 

phase croissante d’un second mode d'interaction à des concentrations plus hautes (Figure 6.15B). Le 

régime observé à des concentrations du millimolaire implique probablement des interactions 

monovalentes entre un ligand du composé multivalent et un site actif de DC-SIGN S-ECD.  



6. Etudes des structures multivalentes dirigées contre DC-SIGN 

144 144 

 

Figure 6.15: Déconvolution de la courbe de modélisation 
A) La portion rouge de la courbe de modélisation expérimental (à gauche) correspond à une fraction (encadré noir) d’une 
courbe de modélisation théorique en steady state affinity. B) La portion bleu de la courbe de modélisation expérimental (à 
gauche) correspond à une fraction (encadré noir) d’une courbe de modélisation théorique en steady state affinity. 

 

Pour conclure, la linéarité observée lors de la modélisation de la courbe à fortes concentrations peut 

être expliquée par la complexité des mécanismes d’interactions multivalents impliqués. 

Sans exclure la première hypothèse, une seconde alternative peut expliquer le profil anormal de la 

courbe de modélisation obtenue. Ceci est rapporté aux propriétés intrinsèques des composés 

multivalents. A fortes concentrations, un phénomène d'aggrégation peut potentiellement apparaitre à 

la surface SPR. Comme illustrée dans la Figure 6.16, l'agrégation des composés RODs peut être 

concentration dépendant et expliquerait ainsi le phénomène associé. En effet, à fortes concentrations, 

le signal est directement lié à la masse de composés qui interagit avec la surface.
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Figure 6.16: Phénomène d'agrégation des RODs 
A) La portion rouge de la courbe de modélisation expérimental correspond à l'interaction multivalente entre les RODs et la 
surface DC-SIGN S-ECD. La portion bleu représente la partie linéaire de l'association qui correspond à l'aggrégation des 
composés.

 

Par conséquent, dans le but de confirmer le phénomène d'agrégation probablement observé, le 

comportement des RODs en solution est étudié. Les résultats obtenus sont décrits dans la publication 

n°2:  

SOLUTION BEHAVIOUR OF AMPHIPHILIC GLYCODENDRIMERS 

WITH A ROD-LIKE CORE 

Résultats principaux de cette étude : 

Les composés possédant une structure central rigide (ROD) se comportent en solution comme 

monomères. Des petits agrégats (dimères et trimères) sont présents en équilibre avec l'espèce 

monomérique. Les agrégats de tailles importantes sont trouvés dans les portions insolubles, 

facilement éliminés par centrifugation. 

 

Les contributions : 

La synthèse des composés et les modèles de dynamiques moléculaires sont réalisés dans le groupe 

d'Anna Bernardi. L'ultracentrifugation analytique a été effectuée dans notre Institut. 

 

Ma contribution personnelle : 

Dans le cadre du séjour de Stefania Ordanini dans notre équipe, nous avons réalisé ensemble les 

expériences d'AUC et le traitement des données.
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1. Introduction

Carbohydrate–protein interactions define a number of 

biological events, particularly in the early stages of cell 

adhesion to other cells, bacteria, or viruses. Individual 

interactions between proteins and sugars are typically 

Glycodendrimers based on aromatic cores have an amphiphilic character and have been 
reported to generate supramolecuar assemblies in water. A new group of glycodendrimers 
with an aromatic rod-like core were recently described as potent antagonists of DC-SIGN-
mediated viral infections. A full characterization of the aggre-
gation properties of these materials is presented here. The 
results show that these compounds exist mostly as mono-
mers in water solution, in dynamic equilibrium with small 
aggregates (dimers or trimers). Larger aggregates observed by 
dynamic light scattering and transmission Electron Micros-
copy for some of the dendrimers are found to be portions of 
materials not fully solubilized and can be removed either by 
optimizing the dissolution protocol or by centrifugation of 
the samples.
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weak, but reach high avidity in living systems owing to 

multivalency on both the glycan and the protein side. This 

effect, often referred to as “the glycan cluster effect” or “the 

velcro effect,” largely depends on the specific features of 

sugar binding proteins, called lectins, which tend to have 

large binding sites, rather flat and exposed to the solvent. 
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assembly of glycodendrimers can represent a desir-

able feature, as it allows to increase the system valency 

and size exploiting noncovalent interaction and gener-

ating systems with diverse topology, composition, and 

assembly dynamics.[12,13]

To fully characterize the rod-based dendrimers of 

Scheme 1, the effect on the morphology in aqueous solu-

tion of the compound valence (either 2 or 6), rod length 

(either 1 or 3 repeating units) and active ligand moiety 

(either 4 or 6) was evaluated. The structures and acro-

nyms of the studied compounds are reported in Table 1. 

Due to the complexity of the structures and the potential 

confusions that can be generated in the literature, the 

numbering scheme of the original publication was main-

tained in this paper. Each dendrimer is numbered with a 

3 digit acronym x.y.z where x represents the rod length 

(either 1 or 3 repeating units), y is a number indicative of 

To generate lectin antagonists able to 

outperform glycan clusters, researchers 

have relied on multivalent structures 

incorporating several copies of nat-

ural or unnatural ligands of moderate 

affinity on a polyvalent scaffold.[1–4] 

In particular, glycodendrimers have 

found widespread applications because 

they can be synthesized in a controlled 

fashion, allow full characterization of 

the final constructs and combine mod-

erate valency with significant increase 

of relative inhibitory potency (RIP) per 

active unit involved.[5–8]

Ordanini et al.[9], Pertici et al.[10] and 

Barattucci et al.[11] have reported on 

glycodendrimers containing a rod-like 

aromatic core of variable length, which 

allows to span the large distances that 

separate lectins’ binding sites. A pre-

vious study by our group[9] described 

the synthesis of a series of pseudo-gly-

cosylated dendrimers (Table 1) assem-

bled by linking a rod core and two tri-

valent dendrons. The dendrons carry 

glycomimetic compounds (either 4 or 

6, Scheme 1), designed to selectively 

antagonize DC-SIGN, a C-type lectin 

of the immune system. Depending 

on the length of the rod spacer, these 

constructs were found to achieve very 

high affinity for the target lectin and 

excellent control of DC-SIGN mediated 

HIV infection processes (IC50 in the 

nanomolar range). Due to their modular 

structure and to the facile synthesis, 

constructs of this type can be easily 

tuned to match the geometrical properties of other rel-

evant lectins and may have additional potential as an 

interesting novel class of glycodendrons.

The dendrimers shown in Table 1 are characterized by 

an amphiphilic structure (Scheme 1A) and a limited solu-

bility in water (up to 2–5 × 10−3 M, Table SI-1, Supporting 

Information), that may lead to the formation of aggre-

gates in aqueous solution. A full characterization of their 

assembly behavior in water is therefore essential to inter-

preting their lectin interaction properties and assessing 

the origin of their biological activity. Indeed, a number of 

amphiphilic glycodendrimers that self-assemble in water 

and form supramolecular aggregates of various size and 

shape have been reported.[12–16] Among them, the so-

called Janus dendrimers have been shown to generate 

complex supramolecular systems (nanoarchitectures) 

that are under active current investigation.[14] Controlled 

Table 1. Structures of tested compounds. Numbering and color schemes as in the orig-
inal communication.[9] Blue spheres represent ligand 6, red spheres represent ligand 4.

Structure cartoon Numbering

1.7.6

3.7.6

1.5.6

3.5.6

1.5.4

3.5.4
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the compound valence ( 7  for a bivalent and  5  for a hexa-

valent compound) and   z   represents the glycomimetic 

moiety (either  4  or  6  for the ligands shown in Scheme  1 ). 

Typically, derivatives based on  4,  which features two aro-

matic amide moieties, have a lower water solubility than 

the corresponding structures bearing ligand  6 . The 

pseudo-sugar  4  was identifi ed in previous studies as a 

DC-SIGN antagonist more potent and more selective than 

its parent ligand  6 . [ 17 ]  The hexavalent dendrimer  3.5.4  is 

the most active species and blocks DC-SIGN mediated HIV 

infection in nanomolar concentration. [ 9 ]  The analogue 

 3.5.6,  loaded with six copies of the pseudo-disaccharide 

 6 , is its closest, well-soluble model, and was used to this 

end in this study. For every N-valent compound, only one 

sugar is depicted in  Table 1:  the other ones are replaced 

with a sphere for a matter of simplicity. Red spheres rep-

resent ligand  4 , blue spheres represent ligand  6 . Along 

the following paragraphs, the reader should refer to this 

scheme for molecular structures.  

  2.     Results and Discussion 

 A preliminary assessment of the solution behavior of the 

glycodendrimers was obtained by studying the effect 

of their concentration on the solution surface tension  γ  

(Figure  1 ). A representative set was examined in a range 

of concentration from 0.05 × 10 −3   M  to 2–5 × 10 −3   M  (solu-

bility limit); in all cases, the surface tension was found 

to decrease by increasing sample concentration. All com-

pounds showed a rapid decay of  γ  at low concentrations 

followed by a slighter decrease at higher concentrations, 

but no plateau was reached. This differs from the clas-

sical behavior of surfactants that typically display a quasi 

plateau of  γ  after reaching the critical micelle concentra-

tion. Nevertheless, the decrease of surface tension refl ects 

the behavior of molecules positively adsorbed at the air–

water interface, which is typical of molecules having two 

different functionalities. This observation supports the 

hypothesis that the dendrimers have two explicit hydro-

phobic and hydrophilic functionalities. The trend shown 

by surface tension is consistent with the water solubility 

of the dendrimers (the less soluble are the compounds, 

the lower is their surface tension, see Table SI-1, Sup-

porting Information) but it does not unequivocally indicate 
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 Scheme 1.    A) Schematic representation of rod derivatives, high-
lighting their modular structure and the amphiphilic compo-
nents. B) Structure of the pseudo-disaccharide   . C) Structure of 
the pseudo-disaccharide   .

 Figure 1.    Surface tension of tested compounds in water as a function of concentration. Inset: Zoom in of low concentrations.
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the presence of aggregates. On the contrary, it suggests 
that, increasing sample concentration, the amount of 
free monomer that adsorbs at the interface increases as 
well. However, the formation of aggregates that adsorb at 
the interface and participate in the  γ  decrease cannot be 
ruled out; micelle-like material cannot show this kind of 
behavior, but more complex aggregates may display hydro-
phobic moieties on their surface.  

 Computational studies were performed to model the 
aggregation behavior of the dendrimers in solution. To 
this end, dynamics simulations of a cluster of 18 copies 
of  3.5.6  in TIP3P water solution were performed. We 
have previously reported [ 9 ]  that a model of  3.5.6  with a 
non-pegylated rod core preferentially adopts the folded 
conformation shown in Figure  2 A, possibly stabilized by 
sugar–sugar interactions. Eighteen copies of this struc-
ture were regularly distributed in a cubic box of 90 Å 
length. TIP3P water was added, the system was relaxed 
(by simulated annealing) and a 100 ns dynamics simu-
lation was performed. Accurate analysis of the trajecto-
ries did not show the formation of stable higher order 
structures. However, the dendrimers appear to aggre-
gate, shielding the aromatic core from the water sol-
vent while exposing the carbohydrate moieties. A dimer 
of dendrimers illustrating this interaction is shown in 
Figure  2 B.  

 A second set of calculations (100 ns) were performed on 
the fully pegylated  3.5.6 , to analyze the infl uence of the 
PEG chains on the clustering behavior. Also this system 
evolved towards the formation of clustered aggregates of 
similar structure, with an average coordination number 
of 4 (Figure SI-2, Supporting Information) that were less 
tightly packed than those formed by the model non-
pegylated dendrimers. A snapshot obtained after 60 ns 
of each simulation is shown in Figure  2 C,D and is repre-
sentative of the packing observed. The central dendrimer 
(green balls) is the one displaying the highest coordina-
tion number at this point of the simulation. Thus, the 
calculations show assembling behavior of  3.5.6 , possibly 
driven by hydrophobic interaction of the aromatic cores, 
but do not suggest the formation of stable aggregates, at 
least on this timescale. 

 Dynamic light scattering (DLS), TEM, and cryo-TEM 
microscopies, analytical ultracentrifugation (AUC) and 
DOSY-NMR spectroscopy allowed us to investigate in 
more detail the solution behavior of this class of glyco-
dendrimers. Details of all these studies are reported as 
Supporting Information. The results obtained for  3.5.4  
and its more soluble model  3.5.6  are discussed below. 

 Preliminary DLS assays of  3.5.4  (0.15 × 10 −3   M  in pH 8 
water buffer, Figure SI-3, Supporting Information) showed 
the presence of a monomeric species (1.3 nm radius, 
≈95% of the mass distribution) and of large aggregates 
(500 nm radius) that clearly appeared to represent only 
a small percentage (about 5%) of the molecules in solu-
tion. These aggregates were further characterized by DLS 
analysis at different concentrations, up to the solubility 
limit in water for both  3.5.4  and  3.5.6  (Figure  3 ). At all 
concentrations tested,  3.5.6  displayed a single (stretched) 
exponential decay of the correlation function, indicating 
a monomodal particle size distribution. The average 
hydrodynamic radius of the particles ( R  H  50 nm) did 
not remarkably change varying the concentration from 
0.06 × 10 −3  to 0.6 × 10 −3   M , but approaching the solubility 
limit (data at 1.0 × 10 −3   M ) larger assemblies ( R  H  = 150 nm) 
were observed, probably corresponding to incipient pre-
cipitating materials.  

 Large aggregates ( R  H  = 200 nm) were also observed for 
 3.5.4  at 0.12 × 10 −3   M , which represent the solubility limit 
of this compound in water solution. The morphological 
behavior of  3.5.6  at 0.62 × 10 −3   M  was tested also at 40 °C 
(not shown), revealing that temperature does not affect 
signifi cantly the size of the aggregates. Testing  3.5.6  at the 
same concentration both in water and in buffer also gave 
comparable results (not shown). The width of Gaussian 
distribution reported in Figure  3  (and in Figure SI-4 
(Supporting Information) for all other dendrimers) cor-
responds to the polydispersity estimated from the 
stretching exponent or from cumulant analysis of corre-
lation functions. No evidence was found for depolarized 
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 Figure 2.    Dynamics simulations of dendrimer  .. . A) Starting 
model of non-pegylated  ..  (from ref.  [ 9 ] ). B) Hydrophobic 
interactions between two rod cores appear to drive formation 
of dimers of dendrimers in a dynamic simulation (18 copies 
of  ..  in TIP3P water). C,D) molecular dynamics snapshot 
at 60 ns. Coordination around “central” dendrimer (den-
drimer with highest coordination number at this point of the 
simulation). C) non-pegylated dendrimer and D) pegylated 
dendrimer.
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scattering signal, which would be expected from aniso-

tropic assemblies. 

 The polydispersity indication and the isotropic shape 

of the aggregates are consistent with images obtained 

by TEM and cryo-TEM microscopy and shown in Figure  4 . 

These images show the presence of nanometric spher-

ical aggregates, characterized by a large polydispersity. 

Staining (phosphotungstic acid, Figure  4 A,B) and cryo-

imaging (Figure  4 D) allow to appreciate the shape of the 

larger aggregates, which display less dense and softer 

cores. In principle, they could be vesicles or doughnut-like 

aggregates. The formation of doughnut-like aggregates 

was reported by Prasad et al. for pyrene-modifi ed poly-

amidoamine dendrimers in CH 2 Cl 2  solution and attrib-

uted to hydrophobic interactions between pyrene units 

and hydrogen bonds between dendrimeric regions. [ 18 ]  The 

aggregation of dendrimers in bilayer vesicles (called den-

drimersomes) has been reported for nonsymmetric den-

drimers, called Janus dendrimers, constituted by linking 

two chemically distinct dendritic building blocks: a hydro-

phobic end and a hydrophilic one. Spherical, polygonal, or 

tubular dendrimersomes have been reported upon injec-

tion of dendrimer solutions in water or buffer. [ 14 ]  The 

formation of dendrimersomes has been reported also for 

amphiphilic Janus dendrimers bearing carbohydrates in 

their hydrophilic part. [ 13 ]   

 To achieve a clearer understanding of the nature of 

these aggregates and of their relation with the predomi-

nant monomeric species suggested by the DLS data, we 

resorted to analytical ultracentrifugation. Sedimentation 

velocity analytical ultracentrifugation (SV-AUC) analyses 

were performed at 42 000 rpm, at several concentrations 

of  1.5.4 ,  1.5.6 ,  3.5.4,  and  3.5.6 , monitoring the absorption 

at several wavelength. All the tests performed are col-

lected in Table SI-3 (Supporting Information). 

 The compounds were solubilized in the same buffer 

used for the DC-SIGN binding inhibition studies, which 

consists of 25 × 10 −3   M  Tris-HCl (pH 8), 150 × 10 −3   M  NaCl, 

4 × 10 −3   M  CaCl 2 , 0.005% P20 and includes 4% of DMSO 

for  1.5.4  and  3.5.4 . It should be noted that P20 is a sur-

factant, used in the inhibition experiments to reduce 

nonspecifi c interactions. In principle, the surfactant could 

also modify the aggregation properties of the glycoden-

drimers, therefore, to evaluate its role, the behavior of 

selected compounds was investigated also in pure water, 

but no major differences were identifi ed (see Figure SI-7, 

Supporting Information). 

 For all compounds examined and independent of the 

solvent used (buffer or water), the sedimentation pro-

fi les show a largely prevalent species with sedimentation 

coeffi cients ( s ) very close to the value expected for the 

corresponding monomers (Figure  5  and Figure SI-7, 

Supporting Information). The sedimentation profi les 

observed for  3.5.6  between 1 × 10 −5   M  and 1 × 10 −3   M  are 

suggestive of a possible dynamic equilibrium between 

a monomer ( s  theo ,mono: 0.85 S) and a dimer ( s  theo ,dimer: 

1.2 S), which appears to shift toward the dimer as the 

concentration increases. However, the small difference 

between the predicted sedimentation coeffi cients of the 

two species could well fall within the experimental error. 

Small amounts of dimeric species (6%–11%) were clearly 

identifi ed in the sedimentation profi les of  3.5.4  at all 

tested concentrations in the range allowed by solubility 

limits (15 × 10 −6   M  to 150 × 10 −6   M ). Similar trends were 

observed for  1.5.6  and  1.5.4  (Figure SI-7, Supporting Infor-

mation). Thus, the SV-AUC data support the conclusion 

drawn from DLS experiments, but highlight that the pre-

dominant monomeric species are in dynamic equilibrium 

with small aggregates, possibly of the kind suggested by 

the computational model.  
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 Figure 3.    Size distributions extracted from DLS experiments for aqueous solutions of A)  ..  and B)  ..  at the concentrations indicated 
in the panels.
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 Interestingly, a loss of absorption was occasionally 

observed during the AUC experiments, as the centrifuge 

was speeded up to 42 000 rpm (Table SI-5, Supporting 

Information). This suggests that a small portion of the 

samples may exist as large aggregates that are pelleted 

at high rotational speed. Following this suggestion, DLS 

analysis of  3.5.6  1.0 × 10 −3   M  in water was performed 

before and after centrifugation of the sample. Different 

aliquots of the solutions were centrifuged for 1, 13, or 40 h 

at 4000 rpm. Remarkably, already after 1 h, the intensity 

of the DLS signal associated with aggregates decreased 

by about 50%. The mean size was also reduced, because 

of the faster sedimentation of the larger 

components in the distribution. 

 The intensity  I(t)  of the DLS signal 

associated with aggregates and the 

mean  R  H  of the sample kept decreasing 

by increasing the duration of the cen-

trifugation, reaching a plateau after 

a few hours (Figure SI-5, Supporting 

Information). It is noteworthy that 

when the 40 h centrifuged sample 

was stocked for 4 weeks at 4 °C nei-

ther the intensity nor the hydrody-

namic radius increased, indicating 

that, once removed, aggregates do not 

form anymore under these conditions. 

 The loss of signal upon centrifugation 

was investigated also through UV–vis-

ible analyses. After centrifugation, the 

supernatant (65 µL) of the sample was 

separated through a syringe from the 

supposed pellet-containing solution 

(30 µL) and its absorbance was meas-

ured at 315 and 391 nm (Table SI-2, 

Supporting Information), showing a 

decrease of up to 9% compared to the 

original sample .  These absorbance 

variations are consistent with those 

recorded through the spectrophotom-

eter of the analytical ultracentrifuga-

tion machine (Table SI-5, Supporting 

Information). Assuming that both 

the monomer and the aggregate have 

the same absorption coeffi cient, the 

observed absorbance variations indicate 

that the pelleted fraction of the sam-

ples corresponds to a small percentage 

(<10%) of the overall solution. 

 Overall, the results suggest that the 

large aggregates observed in the DLS 

experiments of Figure  3  are composed 

by a fraction of molecules that have 

failed to dissolve rather than supra-

molecular assemblies. Indeed, when solubilization of the 

samples was optimized by dissolving the dendrimers in 

DMSO at high concentration and diluting the solution 

with water or buffer to a fi nal 4% DMSO, aggregates 

were no longer detected by DLS for  3.5.6  (0.3 × 10 −3   M ). 

A small amount of large aggregates was still visible for 

 3.5.4  (0.126 × 10 −3   M ), but after centrifugation no absorb-

ance loss was observed at 391 nm, suggesting that the 

pellet does not contain the rod chromophore. 

 Finally, DOSY-NMR spectra of  3.5.6  (D 2 O, 298 K) 

showed no variation of diffusion coeffi cient ( D , 0.88–

0.96 × 10 −10  m 2  s −1 ) and corresponding hydrodynamic 
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 Figure 4.    A,B) TEM images of stained  ..  0.2 × 10 −3   M ; C) room temperature and 
D) cryo-TEM images of  ..  0.1 × 10 −3   M . Error bars are A) 200 nm, B) 500 nm, C) 200 nm, 
and D) 100 nm. E) Diameter distributions calculated over 271 aggregates, from cryo-TEM 
images of  ..  0.1 × 10 −3   M .
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radius ( R  H , 1.8–2.0 nm) in the available concentration 

range (1–4 × 10 −3   M , Table SI-6, Supporting Information). 

The experimental value of  R  H  is comparable with the 

calculated dimension of the monomeric species (gyration 

radius 1.09 nm [ 9 ] ), but the broad diffusion coeffi cient peak 

obtained (Figure SI-8C, Supporting Information) seems 

Early View Publication; these are NOT the final page numbers, use DOI for citation !!

Macromol. Biosci. 2016,  DOI: 10.1002/mabi.201500452

 Figure 5.     c (s) distributions in sedimentation profi les of A)  ..  and B)  ..  solutions rotating at 42 000 rpm at 298 K. In the tables, 
experimental sedimentation coeffi cients,  s  exp , are compared to expected theoretical ones,  s  theo , for globular particles, in buffer, with  R  H  cor-
responding to globular compact shape as reported in Table SI-4 (Supporting Information), and a partial specifi c volume fi xed to 0.7 cm 3  g −1 , 
as an average between values for hexose sugars and glycerol.
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indicative of the presence of several subpopulations in 
dynamic equilibrium.

3. Conclusions

A number of techniques were used to examine the aggre-
gation behavior of the rod-based glycodendrimers of 
Table 1. Whenever possible, analyses were performed both 
in water and in Ca2+ containing buffer, representative of 
conditions that are employed for interaction studies of car-
bohydrates with C-type lectins, such as DC-SIGN. A range of 
different concentrations were explored, depending on the 
sensitivity of the techniques and on dendrimers’ solubility.

Surface tension analysis (Figure 1) excluded the for-
mation of micelles, as in classical surfactants, but sup-
ported the notion that the rod glycodendrimers possess 
two explicit hydrophilic and hydrophobic functionali-
ties. Molecular dynamics simulations predicted that den-
drimer 3.5.6 in water solution can generate loose assem-
blies of irregular size and shape (Figure 2). TEM and 
cryo-TEM analyses of both 3.5.6 and 3.5.4 indeed showed 
highly polydispersed, nanometric aggregates (Figure 4). 
The larger ones are similar to doughnut-shaped mate-
rials or to perforated vesicles. Nonetheless, data from 
DLS, SV-AUC, and DOSY-NMR clearly indicated that the 
prevailing species in solution is monomeric for all tested 
compounds.

The large aggregates (hundreds of nm) observed by 
DLS represent only a small percentage of the dendrimer 
mass in solution (Figure SI-3, Supporting Information). 
Their full characterization by DLS, supported by AUC sug-
gestions and UV–vis analysis, allowed to establish them 
as a portion of molecules that have failed to dissolve and 
to optimize sample solubilization. It was additionally 
shown that >50% of aggregates can be removed from con-
centrated samples by centrifugation and that aggregates 
represent only a small percentage (<10%) of the sample. 
Supernatant solutions removed after 40 h of centrifuga-
tion retain ≥90% of the UV–vis absorption intensity and 
do not show any new aggregate formation after 4 weeks 
at 4 °C.

SV-AUC analysis of the samples allowed detecting 
the formation of smaller assemblies, typically dimers, 
trimers, and tetramers, albeit in very low amounts. 
The less soluble of the compounds analyzed, 3.5.4 (solu-
bility limit ≈ 150 × 10−6 M), formed the highest amount 
of dimers (≈10%, detected through AUC). The presence 
of several subpopulations in a dynamic equilibrium cen-
tered on monomeric species was also supported by DOSY-
NMR analysis of 3.5.6 in millimolar concentrations.

The results of this investigation firmly establish the 
physical context in which the biological activity of the 
examined glycodendrimers must be analyzed. The potent 

DC-SIGN antagonism that characterize 3.5.4 in binding 
inhibition experiments and in infection studies[9] is not 
associated with the presence of supramolecular, high 
valency assemblies, but rather is an intrinsic property of 
the monomeric species, which is certainly predominant 
at the nanomolar concentrations used in the biological 
tests, particularly when the samples are dissolved fol-
lowing the optimized procedure described here. Indeed, 
the previously reported infection studies were all per-
formed starting from a 1 × 10−3 M stock solution of den-
drimers in DMSO and diluting to the required concentra-
tion with the cell culture medium.

Rod-containing glycodendrimers hold a lot of promise 
for the development of tailored lectin-targeting devices, 
tuned to the specific size and shape of different receptors. 
The full characterization of their assembly properties in 
water solution reported in this paper will be instrumental 
for the development of these glycotools.

4. Experimental Section

The synthesis and characterization of the glycodendrimers have 
been reported.[9]

4.1. Surface Tension Measurements

Surface tension measurements of aqueous glycodendrimer solu-
tions were performed with the pendant drop method using a 
Krüss EasyDrop instrument equipped with DSA1 software. The 
shape of the pendent drop was fitted using the Young-Laplace 
equation.

4.2. Molecular Dynamics Simulations

Molecular dynamics simulations of pegylated and non-
pegylated 3.5.6 were performed with YASARA Structure,[19] 
using the AMBER03 force field[20] under periodic-boundary con-
ditions and with explicit TIP3P water. A multiple time step of 
1.25 fs for intramolecular and 2.5 fs for intermolecular forces 
was used. In both cases, the initial configuration of the cluster 
consisted of 18 copies of dendritic molecules placed regularly 
into a cubic box with a length of 90 Å. The remaining avail-
able space in the box was filled with TIP3P water molecules. 
The final density of water objects in the cube was 0.997 g cm−3. 
A 8.0 Å cutoff was used for Lennard–Jones forces. The Particle 
Mesh Ewald method was used to treat electrostatics.[21] At the 
start of the calculation, the system was minimized by simu-
lated annealing, then dynamics simulations were run at 298 K. 
Temperature was adjusted using a Berendsen thermostat based 
on time-averaged temperature.[22] Dendrimers were parameter-
ized with the AM1BCC protocol,[23] and atomic charges were 
assigned by applying simple additive bond charge corrections 
(BCCs) to AM1 atomic charges. All together 100 ns of molec-
ular dynamics for each dendrimer (3.5.6 pegylated and non-
pegylated) were performed.
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4.3. Dynamic Light Scattering

Measurements were performed with a ST100 Scitech Instru-

ments apparatus equipped with a laser (λ = 532 nm). Data were 

collected at a scattering angle of 90°, corresponding to scattering 

vector q ≈ 0.022 nm−1. Obtained correlation functions were fitted 

with Equation (1) using OriginPro8.5 software, to extrapolate the 

τc and α parameters.

G y A0

c
= +

τ
τ

−






α

 (1)

The stretching exponent α gives an estimate of the polydis-

persity of the system (when α = 1, the single exponential decay 

is recovered, corresponding to a monodispersed system). The 

diffusion coefficient D of the scattering species was calculated 

from τc values and the corresponding RH values were determined 

using the Stokes–Einstein equation. Compounds were tested 

at different concentrations; water solutions of the compounds 

were filtered through a PTFE filter 0.45 µm, then lyophilized and 

re-solubilized in a filtered solvent (water or the SPR buffer, i.e.,  

25 × 10−3 M Tris-HCl (pH 8), 150 × 10−3 M NaCl, 4 × 10−3 M CaCl2. 

4% DMSO also included for dendrimers of ligand 4). The prelimi-

nary data shown in Figure SI-3 (Supporting Information) were 

obtained with a Dynapro Nanostar instrument.

4.4. Transmission Electron Microscopy

Images were collected at room temperature using a Zeiss LEO 

912ab Energy Filtering TEM operating at an acceleration voltage 

of 120 kV, equipped with a CCD-BM/1K system. Before dissolu-

tion, water solutions of the compounds were filtered through a 

PTFE filter 0.45 µm, then lyophilized and resolubilized in filtered 

water. The sample preparation was carried out according to the 

following procedure. Aliquots of 5 µL of the compound solution 

were deposited onto Formvar-coated 300 mesh copper grids. The 

excess of water was then gently blotted using filter paper. When 

solvent evaporated at room temperature under atmospheric 

pressure, the grids were negatively stained by 1.5 wt% phospho-

tungstic acid. The aggregates diameters were measured by the 

EsiVision software (Olympus,Germany).

4.5. Cryogenic TEM

Images were recorded at −178 °C using a cryogenic sample holder 

GATAN915 in a Zeiss LIBRA 200FE-HR TEM, operating at 200 kV. 

Images were processed by means of the iTEM TEM Imaging Plat-

form software (Olympus). The mean diameter and size distribu-

tion of the observed aggregates were obtained from a statistical 

analysis of over 270 aggregates. Before dissolution, water solu-

tions of the compounds were filtered through a PTFE filter  

0.45 µm, then lyophilized and resolubilized in filtered water.

4.6. Sedimentation Velocity Analytical 

Ultracentrifugation

Analyses were performed in a Beckman XL-1 analytical ultra-

centrifuge using an AN-50 Ti rotor (Beckman instruments), at 

20 °C. The experiments were carried out at 42 000 rpm, using 

50 µL, 100 µL, or 430 µL samples in, respectively, two-channels 

0.15 cm, 0.3 cm, or 1.2 cm path length centerpieces equipped 

with sapphire windows (Nanolytics GmbH). The absorption was 

monitored at several wavelengths, depending on the absorp-

tion behavior and concentration of solutions, with radial step 

size of 0.003 cm and time between profiles on a given sample of  

20 min. In order to evaluate the role of the solvent, the com-

pounds were solubilized either in water or in the same buffer 

solution used for SPR studies (i.e., 25 × 10−3 M Tris–HCl (pH 8),  

150 × 10−3 M NaCl, 4 × 10−3 M CaCl2, 0.005% P20 ± 4% DMSO). Sev-

eral concentrations were tested, trying to approach also com-

pounds’ solubility limits. All performed tests are listed in Table 

SI-3 (Supporting Information). The distribution of sedimentation 

coefficients, c(s), were obtained from sedimentation velocity 

profiles, fitting several parameters (meniscus, bottom, and fric-

tional ratio f/fmin) with the SEDFIT software.[24] The partial spe-

cific volume (υ–) of tested glycodendrimers was considered to be  

0.7 cm3 g−1, as a mean between values for hexose sugars and glyc-

erol (about 0.6 and 0.77 cm3 g−1).[25] Using SEDNTERP software, 

the viscosity and the density of the buffers were estimated to 

be 0.01023 poise and 1.005 g cm−3, respectively. Water viscosity 

(0.01002 poise) and density (0.998 g cm−3) are tabulated. For a 

regularization procedure, a confidence level of 0.68 was used.

4.7. Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy

Experiments were performed on aqueous (D2O) solutions of 1.7.6, 

3.7.6, and 3.5.6. A range of concentrations (1–4 × 10−3 M) was 

tested. NMR spectra were recorded on a Bruker AVANCE 400 MHz 

instrument, in D2O at 298 K. Diffusion coefficients D were calcu-

lated with the module T1/T2 relaxation of the software Topspin, 

using the diffusion coefficient of D2O ( = 10−8 m−2s−1) as internal 

standard. For each species and each concentration, reported D 

values are an average of diffusion coefficients obtained for four 

different protonic regions. The hydrodynamic radii RH were cal-

culated using the Stokes–Einstein equation.

Supporting Information

Supporting Information is available from the Wiley Online 
Library or from the author.
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Après les résultats obtenus dans la publication n°2, l'agrégation des RODs n'est plus envisagée 

comme cause de la « portion linéaire » de la courbe de modélisation. 

La complexité des interactions multivalentes ne peut pas être traduit par les modèles classiques qui 

sont imparfaits. Ceci résulte de la combinaison de plusieurs régimes d’associations (voir Figure 

6.15). Des investigations se sont portées, à présent, sur la détermination d’un KD, dont la courbe de 

modélisation steady state affinity, à faibles concentrations, peut être appliquée (χ² inférieur à 5).  

Malgré que le modèle Langmuir 1 :1 ne soit pas respecté, par approximation, nous considérons un 

ligand multivalent comme un analyte et DC-SIGNtetra comme un ligand. Le Rmax expérimental obtenu est 

très proche du Rmax théorique ± 5 %. Un KD apparent  associé à la surface peut être déterminé et reflétant un 

KDapp associé aux interactions multivalentes. 

 

 
Figure 6.17: Détermination du Rmax th 

MWanalyte et MWligand correspondent respectivement aux poids moléculaires du composé à tester et de DC-SIGNtétra. RUimmob 

est associé aux taux de fonctionnalisations de DC-SIGN S-ECD à la surface. n est le rapport stœchiométrique reflétant le 
nombre de CRDs par tétramère qui se lie au composé. 

 

Le développement de ce nouveau mode d'interaction orienté et son application pour l'analyse de 

l'affinité de composés multivalents de type cyclopeptides est présenté dans la publication n°3: 

 

LECTIN-ORIENTED SURFACE: AN EMERGING APPROACH TO 

ESTIMATE AFFINITY GENERATED BY AVIDITY FOR 

GLYCOCONJUGATES 

 

Résultats principaux de cette étude : 

Mise au point et première exploitation d'un nouveau dispositif expérimental pour étudier les 

interactions directes avec DC-SIGN. L'interaction directe orientée est une nouvelle approche SPR 

développé, remplaçant ainsi les tests compétitifs limitant pour les composés de hautes affinités. 

La surface est fonctionnalisée de façon orientée avec DC-SIGN donnant une complète disponibilité 

et accessibilité des CRDs de DC-SIGN, favorisant l'ensemble des modes d'interactions multivalents 

et notamment l'effet chélate. En effet, le mode de fonctionnalisation par capture-covalente à pH 7 

permet de générer une surface conservant l'intégrité de DC-SIGN ECD.  

R
max th =

MWanalyte

MW ligand
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A la faveur du développement de ce mode de fonctionnalisation, nous avons pu réaliser l'analyse des 

interactions de composés de type RAFTs-dendrimères. Pour aller plus loin, les composés testés 

révèlent des affinités du nanomolaire pour la surface DC-SIGN S-ECD confirmant ainsi la 

sous-évaluation de l'affinité dans les études précédentes. 

Les contributions : 

La synthèse des composés RAFT et dendrimères a été réalisée par Carlo Pifferi du laboratoire 

d'Olivier Renaudet. La synthèse des glycomimétiques a été faite dans le groupe d'Anna Bernardi. La 

mise au point du dispositif expérimental par SPR et le criblage des composés ont été réalisés dans 

notre équipe. 

Ma contribution personnelle : 

J'ai effectué le couplage chimique des glycomimétiques du groupe d'Anna Bernardi sur les structures 

multivalentes de l'équipe d'Olivier Renaudet au sein de son laboratoire par "click chemistry" avec 

l'aide de Carlo Pifferi. De plus, j'ai réalisé la fonctionnalisation et les contrôles d'activités de la 

surface DC-SIGN S-ECD. Le criblage et l'interprétation des résultats ont été réalisés par mes soins. 

Pour finir, j'ai participé à la rédaction de cette publication (écriture et figures). L'article présenté dans 

cette thèse est une première version et sera affiné avant publication. 
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Abstract: 

A new set-up to study the glycoconjugates/DC-SIGN interaction was developed and allows to 

evaluate and compare, by surface plasmon resonance, multivalent ligand affinities for DC-SIGN-

associated surface. 

We highlight the improvement of the affinity evaluation thanks to a new approach of surface 

preparation. This two-step method is based on a covalently stabilized biospecific capture of DC-

SIGN via Strep-tag®II / Strep-Tactin® interaction and leads to the availability of all CRDs 

(carbohydrate recognitions domain) to recognize glycoconjugates. The multivalent binding occurs, 

by direct interaction, throught rebinding, clustering or chelate effects that allow to generate the 

avidity phenomenon. An apparent KD associated to DC-SIGN oriented surface was estimated for 

glycodendrimers called RAFTs. The choice of scaffold presentation and the valency of optimized 
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ligands (glycomimetics) are two components helping to reach the nanomolar affinity for 

glycomimetic-based multivalent compounds.  

 

INTRODUCTION 

Pathogen recognition by the innate immunity is governed by the diverse interactions between 

immune system receptors, termed Pattern Recognition Receptors (PRRs), and pathogen-specific 

molecular structures called Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS). Although the vast 

majority of infections are prevented by the innate immunity, some of the pathogens have evolved to 

usurp innate immunity components for evasion or hijack of the immune responses. A well-

established example of such evasion/hijack mechanism is presented by DC-SIGN (Dendritic Cell 

(DC) specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin), a PRR abundantly expressed on immature DCs, 

which patrol peripheral tissues for invading pathogens and are key players in activation of adaptive 

immune responses [1] [2]. Multiple studies have indicated that a wide range of dangerous pathogens, 

including HIV, uses DC-SIGN as a port for their infection promotion and dissemination [3] [4] [2]. 

This has made DC-SIGN an important therapeutic target and many efforts are being invested to 

develop DC-SIGN antagonists [5] [6] [7]. 

DC-SIGN is a tetrameric C-type lectin receptor (CLR) with specificity to D-mannose- and L-fucose- 

containing oligosaccharides that bind the C-terminal carbohydrate recognition domain (CRD) in a 

Ca2+-dependent manner [1] [8]. Although the intrinsic affinity of a single CRD for a monosaccharide 

is low (KD in mM range), the global DC-SIGN/pathogen interaction affinity is markedly amplified 

(KD from µM to nM) through the avidity phenomenon, which is determined by multivalent 

presentation of the lectin’s sugar binding sites due to DC-SIGN tetramerization and clustering of 

tetramers into lipid rafts on the cell membrane, whereas pathogen glycan arrangement in the bundles 

of oligosaccharide chains further increases the avidity [9]. Such multivalent nature of DC-SIGN 

interaction with its ligands has dictated the general strategy for the design of DC-SIGN antagonists, 

where the development of both the small glycomimetic compounds interacting with a single CRD 

with an improved affinity and specificity, and the polyvalent scaffolds for multimeric presentation of 

the chosen small compounds should be considered.  

The successful compound development relies on an efficient initial activity evaluation. Surface 

plasmon resonance (SPR) technology offers a powerful tool for label-free real-time interaction 

studies and allows for flexible assay design. Many groups including ours use the SPR based 

competition assay for evaluation of both monovalent and polyvalent compounds as DC-SIGN 

binders. Although for monovalent compounds the initial screening by indirect competition assay in 

most cases is sufficient to identify the leads, the optimized multivalent compounds require direct 

interaction. Compounds, having an affinity for DC-SIGN more efficient than the system used in the 

competition assays (DC-SIGN/ BSA-Man surface), don't allow to give a IC50 value [10]. That's why, 

the strategy to monitor in real-time the interaction between multivalent compounds and immobilized 
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DC-SIGN constitute a good way to overcome the detection limits caused by the competition assay. 

Furthermore, the study of the interaction should be better to characterize the different interaction 

mechanisms that occur for a multivalent scaffold toward tetrameric DC-SIGN such as chelation, 

clustering or statistical reassociation (Fig. 1) [11] [12] [10] . 

 

Figure 1: Proposition of different binding modes between a multivalent ligand (red spheres) and two 

immobilized active sites. From left to right part, the reassociation, clustering and chelating effects 

lead to improvement of avidity.  

 

There are several reports on SPR use in direct interaction format where immobilized DC-SIGN 

surface was probed [13] [14] [15] [16]. This type of assay not exactly reflects the biological situation 

where DC-SIGN receptor is cell membrane anchored. The no-controlled adsorption of lectins at the 

surface doesn't allow having a visible access of all of CRDs toward the buffer. The availability of all 

of them isn't guaranteed to recognize multivalent ligands.  

The ligand surface preparation is a crucial step in SPR assay development. To this end, the activity 

and stability of immobilized ligand surface as well as the absence of mass transfer should be ensured. 

Regarding the ligand surface activity, the ligand molecule must withstand the immobilization 

procedure and remain active after it. Although direct interaction with DC-SIGN surface has been 

already examined [17] [14] [15] [16], in all these studies the tetrameric DC-SIGN ECD was 

immobilized via the standard amino coupling procedure, which requires preparation of the ligand in 

an acidic buffer. Even though the prepared surfaces retain sugar-binding activity, the tetrameric 

organization of DC-SIGN is disrupted due to dissociation of DC-SIGN ECD tetramers into 

monomers induced by acidification [18]. As a result, the observed binding no longer reflects the 

native interaction features. 

In this paper, we improve the affinity evaluation of a multivalent compound for an orientated 

tetrameric DC-SIGN surface thanks to a new approach for DC-SIGN surface preparation. This two-

step method is based on a covalently stabilized biospecific capturing of DC-SIGN via Strep-tag®II / 

Strep-Tactin® interaction, and yields a well-oriented (i.e. all CRDs are available for binding) 

undisturbed tetrameric DC-SIGN ECD surface with a remarkable stability. 

Using this technique, we are now able to correctly estimate the affinity and the avidity generated by 

different multivalent scaffold toward DC-SIGN or others lectins. The nature, the geometry and the 
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multivalent presentation of scaffold play a key role in the affinity and the avidity toward DC-SIGN. 

In this second part on this paper, we described an example of this detection with the study of 

glycodendrimers/DC-SIGN S-ECD surface interaction. All of compounds are bearing natural 

carbohydrates 1 [19] or different glycomimetics, previously described by our lab (5 and 9) [20] [21] 

(Fig. 2).  

 

Scaffold 
Ligand 

1 

Ligand 

5 

Ligand 

9 

 

1.0 

1.1 - - 

 

2.0 

2.1 - - 

 

3.0 

3.1 3.5 3.9 
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Figure 2. Structures of the tested glycodendrimers 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Development and characterization of the surface with immobilized DC-SIGN S-ECD 

In order to prepare an intact tetrameric DC-SIGN ECD surface, we have chosen to use the biospecific 

capturing technique instead of covalent immobilization by amine coupling. For this reason, we have 

produced DC-SIGN ECD construct tagged at its N-terminus with a Strep-tag®II (DC-SIGN S-ECD), 

which enables the lectin capturing by Strep-Tactin®. For the initial estimation of capturing stability, 

the affinity of DC-SIGN S-ECD to Strep-Tactin® was determined by the titration of covalently 

immobilized Strep-Tactin® surface with DC-SIGN S-ECD. Unfortunately, despite this relatively 

high affinity, a considerable DC-SIGN S-ECD dissociation from Strep-Tactin® surface was 

observed (data not shown). Moreover, when binding responses of two consecutive injections of the 

same analyte were compared, a markedly lower binding response for the second injection was found 

making it impossible to use this surface for quantitative evaluation of DC-SIGN interaction with 

multivalent glycomimetics.  

In order to overcome the outlined problem of DC-SIGN surface instability, the idea of covalent 

stabilization of captured DC-SIGN S-ECD was probed. To that end, after covalently immobilizing 

Strep-Tactin®, an additional injection of EDC/NHS mixture was done in order to activate carboxyl 

groups on Strep-Tactin® and/or residual carboxyl groups of the CM-dextran matrix of the sensor 

chip. Then DC-SIGN S-ECD, prepared in HBS-P buffer, was injected over such a reactivated surface 

(fig. 3A). To control the binding specificity, DC-SIGN ECD, i.e. a construct without Strep-tag®II 

prepared at the same concentration as S-ECD construct, was also injected over reactivated 

dextran/Strep-Tactin® surface but no binding was detected (fig. 3B). This experiment confirmed that 

DC-SIGN S-ECD is indeed immobilized through Strep-Tactin® / Strep-tag®II interaction, thus in a 

well-oriented way, since DC-SIGN ECD construct without Strep-tag®II did not bind to the 

reactivated surface. (fig. 3).  
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Figure 3. The sensorgrams showing the immobilization of DC-SIGN constructs on reactivated 

dextran/StrepTactin® surface. The dextran/ Strep-Tactin® surface was reactivated by 50 µL injection 

EDC/NHS mixture. Then DC-SIGN S-ECD (panel A) or DC-SIGN ECD (panel B) constructs prepared at 

60 µg/mL concentration in HBS-P buffer were injected (150 µL/min) over reactivated surface at a flow rate of 

5 µL/min of HBS-P running buffer. The remaining activated –COOH groups were blocked by 30 µL injection 

of 1 M ethanolamine pH 8. The immobilized Strep-Tactin® densities were 11500 RU and 11400 RU for panels 

A and B, respectively. 

 

Finally, the stability of the surface was assessed by 10 consecutive injections of Man-BSA followed 

by DC-SIGN surface regeneration with a pulse injection of a regeneration mix. Plotting binding 

responses over injection number (Fig. 4A,B) indicated that the surface activity remains stable. 

Furthermore, the test where 44 injections of compounds were performed (data not shown) and 

ManBSA was injected the first and the last in the run, suggested a remarkable stability of the surface 

as the binding responses of ManBSA remained the same (Fig. 4C). 

 

 

Figure 4. The evaluation of DC-SIGN surface stability. A, Reference surface corrected overlaid sensorgrams 

showing 10 consecutive injections of ManBSA (10 µL of 0.56 µM) over DC-SIGN surface (3000 RU). Each 

injection was followed by regeneration with a mix consisting of 50 mM Gly-NaOH pH 11.9 / 0.15% 

TritonX100 / 25 mM EDTA pH 8, injected (8 µL) at 100 µL/min flow rate. B, The corresponding binding 

responses measured after each injection and plotted against cycle number (i.e. injection number). C, Reference 

surface corrected overlaid sensorgrams showing two injections of ManBSA (0.48 µM), the first (blue) and the 

last (red) in the series of 44 cycles in total. 

 

Analysis of Man-BSA interaction with DC-SIGN S-ECD surface 

Prior to glycocyclopeptides/DC-SIGN interaction studies, two types of DC-SIGN S-ECD surface 

(high (HD) and low (LD) densities) were tested for Man-BSA binding by performing its titration The 
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resulting sensorgrams are shown in the upper panels of Fig.5. The shape of the sensorgrams 

significantly differed comparing the profiles of the same concentration injections over the two 

surfaces. Namely, the association and dissociation phases were markedly slower on DC-SIGN-HD 

surface. While dissociation is slowed down mainly due to increased rebinding probability on HD 

surface, the association is likely slowed due to the presence of mass transfer.  

 

Figure 5. The interaction of ManBSA with DC-SIGN LD and HD surfaces. Upper panels show reference 

surface corrected sensorgrams obtained by ManBSA titration over DC-SIGN surface; the red dashed lines 

show the presumptive asymptote of maximal binding response for monomeric Man-BSA, assuming that Man-

BSA oligomerizes at higher concentrations. The right panel represent the titration curves obtained by plotting 

binding responses at the respective density surfaces against ManBSA concentration (for determination of KD 

the two highest Man-BSA concentrations are excluded).

 

The interaction was evaluated quantitatively by fitting steady state affinity model to the plots of Man-

BSA binding responses against concentration (Fig.5). The latter model obviously did not fit well all 

of the dots indicating that the system is complicated and multivalent interactions occurs between 4 

available CRDs of DC-SIGN and 12 glycosilated sites of BSA-Man. However, in the first stage of 

binding (low concentrations) and up to 10 times more than expected KD and corresponding 

approximately to the concentration for theorical Rmax, the fit by a simple Langmuirian 1:1 binding 

model appears to be relevant. Indeed, removing two latest concentrations, it results in a much better 

fit with an apparent affinity of 5 nM for both surfaces. Hoping that DC-SIGN binds Man-BSA 

through chelation mechanism onto LD surface, a difference of affinity could be observed by avidity. 

Unfortunately, the similarity of the affinities for the LD and HD surfaces was found due to probably 

to a heterogeneous immobilization of DC-SIGN ECD onto the surface. In fact, in a SPR microfluidic 

system, a progressive functionalization of the surface according to the flow rate was made. 
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It is also worth to note that DC-SIGN/Man-BSA interaction affinity measured with immobilized 

DC-SIGN is much higher and near to real « life » interaction than when DC-SIGN is in solution 

(KD= 5 mM). This is expected because the absolute affinity of this interaction is determined by the 

avidity, which is more favorable when the binding partner with lower number of binding sites (i.e. 

DC-SIGN, 4 CRDs) is immobilized on the surface while the partner with more binding sites (Man-

BSA, 12 sites of glycosylation) is free in the solution.  

Analysis of glycodendrimer-Raft interaction with DC-SIGN S-ECD surface

Two scaffolds displaying the natural carbohydrate 1, a lead pseudodisaccharide 5 and an optimizated 

pseudodisaccharide 9 (Fig. 2) were analyzed for binding to DC-SIGN surface in order to compare 

their binding properties and affinities. The scaffold 4.0 had flexible extremities with valency of 16, 

opposed to rigid Raft-Raft 3.0. The compounds at increasing concentrations were injected over HD 

DC-SIGN surfaces (Fig. 6A), and the binding responses measured at the end of compound injections 

were plotted against compound concentration (Fig. 6B).  

                  A 
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         B 

 

Figure 6. The interaction of  glycodendrimers-Raft with oriented DC-SIGN surfaces. 

A. Reference surface corrected sensorgrams showing the binding of indicated compound to DC-SIGN surfaces. 

B. Plots of compound binding responses as a function of their concentration by steady state affinity model. 

 

The obtained sensorgrams (Fig. 6A) show that most of the compounds have very fast association 

phase followed by rather slow dissociation. 

Another striking observation is that all compound, changed their binding behavior at higher 

concentrations, where the association phases apparently consist of early fast followed by slow 

portions. This change of the behavior is also clearly reflected in the plots of binding responses versus 

compound concentration and result in deviation from a standard shape of receptor-ligand binding 

isotherm as increasing glycodendrimer concentrations give the binding responses that abruptly 

exceed the expected saturation. Cumulative binding effects that occur may cause this phenomenon. 

Indeed, at low concentrations, the affinity is driven by the avidity generated by multivalent attach of 

partners. Then, at high concentrations, the monovalent binding of ligand is available and follows a 

corresponding ascendant curve before to reach a plateau at millimolar range. 

The theorical plateau Rmax was compared with experimental RMax (Table 1). For Rmax calculation, we 

assume that, at low concentrations, the compound in the whole bind DC-SIGN tetrameric in 

stoechiometric ratio. The results are summarized in Table 1.  
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Compound MW, Da 

 

Calculated 

theorical Rmax, 

n=1 

Experimental 

Rmax, RU 

4.1 7598 94 93 

3.1 9276 114 98 

4.5 12643 91 92 

3.5 14321 104 109 

4.9 16008 116 81 

3.9 17685 128 107 

Table 1 : The comparison of calculated Rmax values with the experimentally observed maximal binding 

responses for the tested glycodendrimers-Raft. 

 

All compounds had almost the same binding responses than the expected Rmax for n equal to 1. It 

means that the steady state fit can be used and a KD apparent for DC-SIGN surface could be 

extracted. This approximate model suggests that the multivalent ligand can be considered as a unique 

analyte capable to bind tetrameric DC-SIGN.  

It is also important to keep in mind that, at high concentrations, the relative response at equilibrium 

(Req) increases proportionally to compound concentrations. One possible reason of the much higher 

experimental Req values is the monovalent binding of glycodendrimer-raft that can occur at high 

concentrations because almost all of CRDs are implicated in multivalent interaction. The increasing 

signal may correspond to the beginning of steady state fit at micromolar range. Excluding the Req 

resulting to starting monovalent interaction, the relative affinity estimation due to the multivalent 

binding is reached by direct interaction. 

In this experiment, the control injections of Man-BSA performed before, within and after the 

compound analysis indicated a loss of surface activity (about 75% of primary activity of DC-SIGN 

surface after 50 cycles). All of the experimental Rmax and KD were corrected by the progressive 

decrease of surface activity. 

The values of apparent KD is achieved and compared as shown in Fig. 7. The relative comparison of 

apparent affinities shows the following tendency: the flexible extremities given by dendrimers 

enhance the affinity of all of ligands for DC-SIGN surface compared to terminal rigid RAFT. 

Moreover, the optimization of terminal ligand from 1 to 9 plays an important role in affinity 

improvement (from KD app= 6.3 µM for 3.1 to 1.1 µM for 3.9). The optimized glycomimetic and the 

choice of scaffold presentation are two components helping to reach nanomolar affinity for 

glycomimetic-based multivalent compounds. Indeed, combining scaffold 4.0 and ligand 9, the 

affinity is clearly improved for DC-SIGN S-ECD surface with KD app close to 300 nM.  
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Figure 7. A relative comparison of KD app values obtained for glycodendrimers-Raft. 

 

Conclusion 

The ability of compounds to bind DC-SIGN via chelation, clustering and rebinding effect is 

responsible of affinity gain through avidity generation. However, even if the molecular events cannot 

be isolated, this approach can qualitatively compare multivalent compounds, which may give a clue 

of the real situation. Further investigations can be done, with compounds with lower valencies in 

order to understand the different binding events and their implications in avidity phenomenon. The 

multivalent interaction in glycoscience is considered as one of the more complex interaction due to 

the unpredictable avidity generated by carbohydrate multi presentation. 

 

Experimental section 

For the synthesis of glycocyclopeptides see supplementary materials. 

 

DC-SIGN S-ECD expression and purification 

Plasmids pET20b (Novagen) containing cDNA encode for extracellular domain (ECD) 

(corresponding to aminoacids 66-404) of DC-SIGN, Streptag sequence and Xa cleavage site in N-

terminal part. The over-expression in Rosetta (DE3) E.coli strain and proteins production in inclusion 

bodies is described as Tabarani et al [13].  

The functional protein was recovered by 3 purification steps: StrepTactin column (GE Healtcare) 

equilibrated in 25 mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2 (buffer A) and eluted with buffed 

A supplemented by 2.5 mM desthiobiotin (IBA). This step was followed by an affinity 

chromatography on Mannan-agarose (Sigma) and Superose-12 columns as reported in Tabarani et al

[13]. 
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DC-SIGN S-ECD surface functionalization 

Surface plasmon resonance experiments were performed on a Biacore T200 using a CM3 chip, 

functionalized at 5 µL/min. Streptactin (IBA company) and then lectins were immobilized on flow 

cells using amine-coupling method. Fc1 and Fc3 were prepared as reference surface. Flow cell (Fc) 1 

to 4 were activated with 50 µL of a 0.2M EDC/ 0.05 M NHS mixture. After this step, Fc1, Fc2, Fc3 

and Fc4 were functionalized with 170 µg/mL streptactin, and then remaining activated groups of all 

cells were blocked with 80 µL of 1 M ethanolamine. After blocking, the four Fc were treated with 5 

µL of 10 mM HCl to remove unspecific bound protein and 5 µL of 50 mM NaOH/ 1M NaCl to 

expose surface to regeneration protocol. Finally, an average of 2300 RU of streptactin was 

immobilized on each surface. This procedure was repeated for the functionalization of DC-SIGN 

ECD (2421 RU) on Fc2. 

For direct interaction studies, an increasing concentrations of compound were prepared in a 

running buffer composed of 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 0.05% P20 surfactant, 

and 85 µL of each sample was injected onto the surfaces at 30 µL/min flow rate. The resulting 

sensorgrams were reference surface corrected. 

The apparent affinity of compounds to DC-SIGN S-ECD surface was determined by fitting 

the steady state affinity model (eq.1) to the plots of binding responses versus concentration. 

                                          

(1)         

Req is equilibrium binding response, Ka equilibrium association constant ( ),  

concentration of the injected analyte, Rmax surface binding capacity.

 

Kd obtained reflects the affinity for the surface and not for individual lectin receptor. However, this 

mode of multisite interaction onto a surface is closer to the real interaction mode at the cell surface 

than considering a stoichiometric interaction with a lectin receptor.  

(2) 
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Pour conclure, les surfaces orientées développées dans notre laboratoire permettent de cribler des 

ligands multivalents hautement actifs pour DC-SIGN. Les tests SPR par compétition ont montré des 

limites physiques liées au sens de l’interaction. L’affinité de DC-SIGN ECD sur une surface 

BSA-Man n’atteignant pas l’affinité au nanomolaire attendue et maintenant obtenue par interaction 

directe.  

De plus, ce mode de présentation reflète les récepteurs DC-SIGN retrouvées à la surface des DCs et 

l’avidité naturelle est ainsi recréée. L’avidité générée par des glycoprotéines ou des composés 

multivalents sur une surface DC-SIGN peut être estimée par la détermination d’un KD  apparent. 

Cependant, des bémols sont à retenir sur cette technique concernant l’approximation faite sur la 

détermination du KD et les courbes de modélisations utilisées. Aucun modèle n’est encore décrit dans 

la littérature pour modéliser une interaction multivalente entre un analyte multivalent et un tétramère 

de DC-SIGN immobilisé sur la surface. L’approximation faite sur la détermination d’un KD app est 

associée, dans ce cas présent, à la surface DC-SIGN uniquement.  

 

Comme expliqué dans la publication n°3, les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas isolés 

et l’affinité estimée pour un composé englobe l’ensemble des interactions multivalentes. Pour essayer 

de comprendre plus en détail les différents modes de liaisons, l’idée a été de développer une série de 

composés dont on peut en partie rationnaliser les modes de fixation.  

Puis, nous pourrons déduire quel(s) mécanisme(s) sont impliqués dans la génération de l’avidité, 

phénomène recherché pour les antagonistes multivalents de DC-SIGN. 

 

L’étude des composés multivalents de type ROD, par interaction direct, est présentée dans la partie 

suivante. Ces travaux sont ciblés sur les RODs et tout particulièrement sur le ROD3-6Man030, 

composé hautement actif dont l’IC50 n’a pas pu être estimé par compétition [187]. 

c"U" X)'3,1+3,1+?]H1++

Dans cette partie, nous nous intéressons aux différents mécanismes moléculaires existants entre le 

ROD3 et DC-SIGN. Le ROD3-6 Man030 se démarque des autres versions de ROD pour son affinité 

plus forte, descendant à l’échelle du nanomolaire. Les différents mécanismes d’avidités (partie 3.3) 

sont discriminés grâce à différentes versions de ROD3 pour ainsi expliquer le gain d’avidité obtenu 

pour ce composé. Pour rappel, les ROD3 sont désignés comme structure de présentations capable de 

ponter théoriquement deux sites actifs (Figure 6.18). 
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Figure 6.18: Modélisation moléculaire du ROD3-2ligands pontant deux sites actifs de DC-SIGN 
[187] 

 

Les objectifs des travaux présentés dans cette partie sont : 

• Démontrer l’effet chélate du ligand ROD3-6ligands 

• Quel(s) mécanisme(s) d’interaction sont responsable de l’avidité? 

• Comprendre l’historique d’apparition des différents mécanismes moléculaires 

 

Plusieurs techniques biophysiques et thermodynamiques sont utilisées afin de nous donner des 

indices sur la compréhension des interactions multivalentes qui ne répondent à aucun modèle 

biologique déjà existant. 

c"U"!" G/66*72)%/(+2==%(%)*+,)+2D%3%)*+

L’affinité des RODs pour DC-SIGN est liée à l’avidité générée par ces composés. En effet, l’avidité 

produite est expliquée par la capacité des RODs à interagir potentiellement avec sa cible par 

plusieurs mécanismes d’interactions incluant la réassociation statistique, l’effet chélate et l’effet 

cluster. Les résultats présentés ci-dessous montre l’implication de la réassociation statistique et de 

l’effet chélate dans la génération de l’avidité de ces composés pour une surface DC-SIGN S-ECD.

 

Mise en évidence de la réassociation statistique : 

Le phénomène de réassociation est considéré pour un composé multivalent lorsque plusieurs ligands 

sont présents à proximité dans l’espace. La rigidité du bras central pour les RODs bivalents 

n’autorise pas théoriquement le pivotement de 180 degré pour réassocier à nouveau le même site 

actif avec le ligand opposé. Les ROD3 bivalents ne sont pas dans une conformation favorable pour 

faire de la réassociation statistique au niveau d’un même CRD. 

Pour mettre en évidence l’impact du mécanisme de réassociation du ROD3-6Man030 en terme 

d’affinité et d’avidité, plusieurs valences de ROD3 sont testées par SPR.  D’après la Figure 6.19, plus 

la valence accroît pour les ROD3 plus l’affinité et l’avidité augmentent considérablement. Le 

ROD3-1Man030 possède la même affinité que le ligand monovalent Man030. De plus, l’ajout d’un 

second ligand à cette structure, correspondant au ROD3-2Man030, améliore l’affinité et obtient un 
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gain d’avidité multiplié par 50. Dans la même continuité, lorsque 3 ligands sont présentés de part et 

d’autre de la structure centrale rigide, le ROD-6Man030 atteint une affinité et un gain d’avidité 

vertigineux (Figure 6.19).   

                  

Figure 6.19: Histogrammes des KD app et facteurs ß des ROD3 
Les RODs sont testés sur des surfaces DC-SIGN S ECD haute densité (2000 RU). B. Les ligands des RODs sont 
symbolisés par une sphère bleue et correspondent au ligand Man030. 

 

D’un point de vue mécanistique, le ROD3-2Man030 est capable de ponter deux sites actifs 

intra-moléculaire ou inter-moléculaire de DC-SIGN, communément appelé l’effet chélate et l’effet 

clustering. En revanche, le ROD3-6Man030 possède les deux aptitudes du ROD3-2Man030 complété 

par la réassociation statistique dû à la présence de 3 ligands flexibles localisés aux extrémités de la 

plateforme centrale. Ce dernier mécanisme est responsable d’un gain d’avidité de 40 fois par rapport 

au ROD3-2Man030.  

 

Mise en évidence de l’effet chélate: 

Pour mettre en évidence l’impact du mécanisme de chélation du ROD3-6Man030 en terme d’affinité 

et d’avidité, plusieurs longueurs de RODs sont testées.  

Les ROD1 et ROD2 ont des affinités de 5 µM et 5.6 µM respectivement pour la surface DC-SIGN 

S-ECD. La présentation multivalente du Man030 dans les structures ROD1-6ligands et 

ROD2-6ligands est légèrement améliorée (facteur d’avidité ß=15). Cependant pour le 

ROD3-6ligands, le KD app est estimé à 39.4 nM et le facteur d’avidité ß atteint une valeur culminante  

de 1902 (Figure 6.20). 
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Figure 6.20: Histogrammes des KD app et facteurs ß des ROD-6ligands
Les RODs sont testés sur des surfaces DC-SIGN S ECD haute densité (2000 RU). Les ligands des RODs sont symbolisés 
par une sphère bleue et correspondent au ligand Man030. 

 

Les résultats nous confirment la capacité du ROD3-6Man030 à interagir avec DC-SIGN avec un 

mécanisme différent que le ROD1-6Man030 et ROD2-6Man030 qui est responsable de cette forte 

avidité. Les structures de présentations ROD1 et ROD2 sont aptes à reconnaître DC-SIGN par 

réassociation statistique (proximité des ligands dans l’espace à chaque extrémité) et par pontage 

intermoléculaire (effet cluster). La forme allongée des deux structures avoisinant respectivement les 

16 Å et 23 Å ne permet pas de ponter deux sites actifs à une distance de 40 Å [90]. Le ROD3-

6Man030 avec une longueur théorique de 40 Å se démarque de ROD1 et ROD2 par la possibilité de 

chélater deux sites voisins d’un  DC-SIGNtétra.  

Le criblage de différentes versions de RODs par SPR a mis en évidence que l’avidité est liée à 

différents mécanismes moléculaires impliquant l’effet clustering, l’effet de réassociation statistique et 

l’effet chélate. L’avidité vertigineuse est guidée par la complémentarité non-dissociable de l’effet 

réassociation statistique et l’effet chélate.  

Afin de confirmer l’affinité des composés obtenue par SPR, nous utilisons les propriétés 

fluorescentes des RODs pour effectuer des expériences de polarisation de fluorescence (FP). 

c"U"!" F/726%12)%/(+3,+=7'/6,1.,(.,+

La structure ROD3 (Figure 6.21A) doit sa rigidité à un enchaînement répétitif de cycles benzènes et 

de liaisons triples qui impose une structure plane. Ces liaisons conjuguées sont susceptibles de 

contribuer à des propriétés de fluorescence dans l’UV proche et/ou le visible. De telles propriétés 
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pourraient être mises à profit pour suivre le ligand sans marquage additionnel. Ainsi, sur la base du 

spectre d’absorption du ligand ROD3-6Man030 (spectre non montré), nous avons réalisés les 

spectres d’émissions et d’excitations. Ceux-ci sont présentés sur la Figure 6.21B. 

Le ROD3-6Man030 possède un spectre d’émission avec un λmax de 430 nm (Figure 6.21B). 

L’excitation est faite à 390 nm. En utilisant les propriétés fluorescentes des ROD3, une titration de 

DC-SIGN ECDtetra  est réalisée à une concentration donnée de ROD3-6Man030 (400 nM).  

 

Figure 6.21: Expérience de polarisation de fluorescence  
A) Structure centrale du ROD3. B) Spectre d’émission (bleu) et specte d’excitation (rouge) du ROD3-6Man030. C) 
Polarisation de fluorescence. 

 

Après modélisation de la courbe par le modèle 4-parameter logistic, l’EC50 obtenu est de 68 ± 8 nM. 

Ce qui confirme l’affinité du ROD3-6Man030 évaluée par interaction directe sur une surface 

DC-SIGN. 
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Dans la suite de cette caractérisation, nous voulons accéder aux paramètres thermodynamiques de 

cette interaction. Les expériences de calorimétrie sont conduites pour deux composés d’intérêt : le 

ROD3-6Man030 et son homologue divalent ROD3-2Man030. 

c"U">" #,1+0262&5)6,1+)9,6&/34(2&%;',1+

La calorimétrie apporte des informations sur les différents mécanismes moléculaires mis en jeu. La 

titration des ligands multivalents (ROD3-2Man030 et ROD3-6Man030) avec DC-SIGN ECD est 

représentée dans la Figure 6.22. Les paramètres thermodynamiques extraits de ces interactions sont 

annotés dans le Tableau 6.10. Les interactions observées sont guidées par des liaison de type 

hydrogènes. Les valeurs -T∆S sont défavorables et mentionne une création d'ordre qui peut être 

causée par la reconnaissance orientée du ROD3 qui ponte deux sites actifs. 

         

Figure 6.22: Analyse ITC de la titration de ROD3-6Man030 (A) et ROD3-2Man030 (B) avec 

DC-SIGN ECD 

De plus grand intérêt, le rapport stoechiométrique (n) est indicateur du nombre moyen de sites actifs 

occupés d’un DC-SIGNtetra par les ligands présentés (Tableau 6.10). 

 

KA

(M-1) 

dH 

(kJ.mol-1) 

-T∆S

 (kJ.mol-1) 

KD 

(nM) 

n

ROD3-6Man030 1.7 *107 ± 2. 105  -146.98 ± 6.03 105.7  58 ± 1.2  0.96 ± 0.03 

ROD3-2Man030 8.9 *105 ± 4. 104 -85.27 ± 4.48 54.4 1100 ± 200 1.56 ± 0.04 

Tableau 6.10: Paramètres thermodynamiques de l’interaction DC-SIGNtétra / ROD3-6Man030 et DC-
SIGNtétra / ROD3-2Man030 
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Le rapport n égal à 1 pour l’interaction ROD3-6Man030/ DC-SIGN ECD indique qu’un composé 

ROD3-6Man030 se lie en moyenne avec un DC-SIGNtetra. Pour atteindre des affinités aussi basses, la 

réassociation statistique n’est pas suffisante pour justifier ce mode d’interaction 1 :1. Cependant, la 

combinaison de ce mécanisme d’interaction avec la chélation peut confirmer l’affinité du 

nanomolaire pour le composé ROD3-6Man030. En effet, la durée de vie de l’interaction par 

chélation du composé en intra moléculaire est amplifié par la capacité de la structure multivalente à 

se réassocier de nouveau au même site actif avec le ligand voisin. Concernant le ROD3 bivalent, le 

ratio n indique un rapport de 3 molécules pour 2 DC-SIGNtetra. Ceci est expliqué par la capacité de ce 

composé de ponter deux sites actifs en intramoléculaire et en intermoléculaire. En moyenne, deux 

sites actifs de DC-SIGNtétra sont utilisés pour un pontage interne (effet chélate) et un site actif est 

réservé à un pontage intermoléculaire (effet cluster). Dans le cas des ROD3-2Man030, les deux 

phénomènes chélate et cluster coexistent dans cette gamme de concentration. L’affinité résultante est 

de l’ordre du micromolaire, causée par l’incapacité du composé à faire de la réassociation statistique. 

 

Les résultats obtenus par calorimétrie confortent les observations faites par SPR. Les trois 

mécanismes d’avidités sont requis pour obtenir un ligand hautement actif. La question suivante qui se 

pose est : Existe il une chronologie dans l’apparition des différents évènements d’interactions entre 

les ROD3 et DC-SIGNtetra ?  

c"U"K" +#,1+&*.2(%1&,1+3J%(),62.)%/(1+%&07%;'*1+

Des investigations sont portées sur les mécanismes moléculaires mis en jeu dans l’interaction ROD3-

6Man030. L’analyse par ultracentrifugation analytique permet de mettre en évidence les différentes 

espèces en solution contenant DC-SIGNtetra  avec des concentrations croissantes du composé. Malgré, 

la taille négligeable du ROD3-6Man030 (5 kDa) par rapport à celle de la protéine (152 kDa), 

l’interaction par pontage intermoléculaire (clustering) peut être visible par l’apparition d’une seconde 

espèce en solution ( 2X 152 kDa). Les profils de sédimentations obtenus pour une concentration fixe 

de DC-SIGNtetra avec des concentrations croissantes de ROD3-6Man030 sont représentés dans la 

Figure 6.23.  
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Figure 6.23: Profils de sédimentations de DC-SIGN seul et complexé à ROD3-6Man030 
        

Clairement, une 1er espèce est présente en l’absence de ligand (S20w=4.7 S) et pour des concentrations 

faibles de ligands (5 nM à 500 nM). Puis, l’apparition d’une seconde espèce apparaît 

progressivement à partir des concentrations du micromolaire pour le ROD3-6Man030 avec un 

S20w=7.2 S.  

La 1ère espèce correspond à DC-SIGNtetra seul ou avec des concentrations de ligands de l’ordre du 

nanomolaire. Comme attendu, il n’y pas de modification significative du coefficient de sédimentation 

entre la forme libre et lié de DC-SIGNtetra dû au poids moléculaire du ligand trop faible. 

La seconde espèce témoigne de la dimérisation du 1er pic correspondant donc à la présence de deux 

DC-SIGNtetra. Cette dimérisation est rendu possible grâce aux ligands multivalents puisque pour la 

même concentration de protéine aucun dimère de DC-SIGNtetra (forme libre) n’est observé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pic 1 (4.5S) Pic 2 (6.9S) 

Concentration 

ROD3-6Man030 
S20w (S) % S20w (S) % 

0 µM 4.7 98 7.43 2 

0.005 µM 4.69 96 6.75 4 

0.05 µM 4.68 94 6.79 5 

0.5 µM 4.68 81 7.32 17 

2 µM 4.77 56 7.26 43 

4 µM 4.87 18 7.19 82 

6 µM 4.81 6 7.21 92 

Tableau 6.11: Valeurs S20w pour DC-SIGN seul et complexé à ROD3-6Man030 
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D’après le Tableau 6.11, les pourcentages d’espèces en solution sont indicateurs du mode de fixation 

privilégié. Le ligand est favorable à un mode d’interaction chélate ou réassociation statistique pour la 

1er espèce, n’impliquant que les sites actifs de la protéine en intramoléculaire. Tandis que 

l’implication de deux DC-SIGNtetra proches dans l’espace est révélatrice d’un mode de fixation 

intermoléculaire ou effet cluster. Voici représenté ci-dessous, dans la Figure 6.23, la proportion (en 

%) des évènements moléculaires mis en jeu entre le ligand ROD3-6Man030 et DC-SIGNtetra en 

fonction du KD du ligand. 

A faibles concentrations de ligands (5 nM à 500 nM), 80% de l’interaction est dirigée par l’effet 

chélate et réassociation statistique. Jusqu’à 50 fois le KD du ROD3-6Man030, ces deux mécanismes 

sont prioritaires sur le mode cluster. Au delà de cette proportion, dû au nombre considérable de 

ligands, les modes chélates et réassociations ne sont plus privilégiés.  

 

Figure 6.24: Pourcentage de la forme monomérique (bleu) et de la forme dimérique (rouge) du 
complexe DC-SIGNtetra/ROD3-6Man030

Les pourcentages des formes monomériques et dimériques sont extraits du Tableau 6.11. Le KD du ROD3-6Man030 est la 
moyenne des KD obtenus par SPR et ITC, soit 48.5 nM. 
 

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une hiérarchisation des évènements 

moléculaires qui est concentration dépendant. Deux mécanismes se révèlent inter-dépendants et 

complémentaires pour obtenir un composé hautement actif au nanomolaire : la chélation et la 

réassociation statistique. Puis, l’effet cluster devient prédominant à des concentrations du 

micromolaire.  

L’effet chélate, mis en évidence dans ces travaux, n’est pas le résultant à lui seul de l’avidité mais la 

combinaison de l’effet chélate et de la réassociation statistique produit un panel d’interaction possible 

en intramoléculaire aboutissant à de l’avidité démesurée. 
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Les RODs sont des composés très actives pour DC-SIGN et sont susceptibles d’inhiber efficacement 

l’infection par le VIH. Toujours dans cette volonté d’efficacité, la sélectivité de la cible (DC-SIGN) 

de ces composés est importante. En effet, comme mentionné dans la partie 2.4, la langerine et les 

cellules de Langerhans représentent une barrière naturelle au VIH. Le rôle positif de la langerine, 

dans des conditions physiologiques, est un atout à conserver. C’est pourquoi, le développement 

d’antagonistes sélectifs à DC-SIGN est primordial. La capacité de reconnaissance de ces molécules 

hautement actives pour cette lectine est testée sur la langerine. Une surface orientée avec la langerine 

S-ECD par SPR a été produite selon le même protocole déjà établi pour les surfaces DC-SIGN 

S-ECD. Sur une même puce BIAcore, les surfaces 2 et 4 ont été fonctionnalisées respectivement avec 

DC-SIGN S-ECD et la langerine S-ECD avec un taux de fonctionnalisation respectif de 2500 RU et 

2450 RU. 

Les réponses obtenues sont soustraites respectivement aux pistes de références 1 et 3. A l’exception 

du monovalent Man030 qui a une affinité trop faible pour la langerine, le KDapp pour chaque composé 

a été déterminée pour les surfaces DC-SIGN et langerine. Les résultats sont présentés ci-dessous 

(Figure 6.25). 

 

Figure 6.25: Histogrammes des KDapp des composés pour DC-SIGN et la langerine 
 

Les composés interagissent fortement avec DC-SIGN mais aussi avec la langerine. L’augmentation 

croissante de l’affinité des RODs pour DC-SIGN suit malheureusement la même tendance pour la 

langerine avec une affinité de 860 nM obtenue pour le composé ROD3-6Man030. Cependant, une 

différence d’affinité des RODs pour les deux lectines est d’autant plus importante lorsque le nombre 

de valence augmente. En effet, le rapport des KDapp des composés (facteur de sélectivité) évolue de 2 

à 22 en multipliant par 6 le nombre de ligands présentés. De plus, lorsque la distance est optimisée 
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pour générer de l’effet chélate pour DC-SIGN, une augmentation de sélectivité est observée. Ceci 

suggère que la géométrie imposée par le ROD3 induit une sélectivité pour DC-SIGN.  

 

Pour conclure, le mode de présentation dirigé RODs semble être optimal pour induire des 

mécanismes d’avidités résultant à une affinité très forte pour DC-SIGN. La présentation d’un ligand 

Man030 sur cette structure de présentation accroit 1000 fois son affinité que lorsqu’il est présenté 

seul. Cependant, il est primordial que ce composé soit reconnu par DC-SIGN exclusivement. 

Après avoir mis en évidence et démontré la présentation optimale de ligands pour DC-SIGN. Il est 

essentiel de s’intéresser au développement d’un ligand hautement sélectif pour ce dernier. Les 

travaux concernant le développement d’un glycomimétique de nouvelle génération est présenté dans 

le chapitre suivant.  
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Ce chapitre se focalise sur l’optimisation de glycomimétiques en terme d’affinité et de sélectivité 

pour DC-SIGN. Depuis de nombreuses années, en collaboration étroite avec le laboratoire d’Anna 

Bernardi, notre équipe participe au criblage de composés mimant le disaccharide naturel 

Manα1-2Man. Une première puis une seconde génération de glycomimétiques, respectivement PsDi 

et Man030, ont été ainsi caractérisée dans notre laboratoire (voir partie 3.4.1.). Le ligand Man030, au 

commencement de ma thèse, est le glycomimétique optimisé utilisé pour fonctionnaliser les 

structures multivalentes et cibler DC-SIGN. Son affinité est augmentée (IC50=359 µM) et sa 

sélectivité pour DC-SIGN est améliorée d’un facteur 6 par rapport au ligand naturel Manα1-2Man. 

Cependant, l’objectif est d’augmenter cette sélectivité de reconnaissance pour DC-SIGN afin 

d’obtenir, à échelle plus grande, des composés multivalents hautement sélectifs à DC-SIGN. 

 

Pour répondre à cette problématique, des travaux se sont portés sur l’étude structurale des sites actifs 

de la langerine et de DC-SIGN afin de comprendre les déterminants de sélectivité mises en jeu par 

ces deux lectines dans la reconnaissance de sucres naturels. Sur cette base, une nouvelle génération 

de glycomimétique sera synthétisé et testé en terme d’affinité et de sélectivité pour DC-SIGN. 

L’ensemble des travaux est présenté dans la publication n°4. 

 

RATIONAL-DIFFERENTIAL DESIGN OF HIGHLY SPECIFIC 

GLYCOMIMETIC LIGANDS FOR C-TYPE LECTIN RECEPTORS : 

TARGETING DC-SIGN AND EXCLUDING LANGERIN RECOGNITION 

 

Résultats principaux de cette étude : 

A partir des études structurales et fonctionnelles des sites actifs de DC-SIGN et de la langerine, nous 

avons pu comprendre la sélectivité de reconnaissance des ligands sulfatés pour la langerine. 

L’implication des Lys313 et Lys299 près du site de liaison participe activement à l’interaction de 

ligands chargés négativement avec la langerine. Cette constatation a été validée par une structure aux 

rayons-X du CRD de la langerine avec le sucre GlcNS6S. Cette sélectivité des ligands sulfatés est 
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notamment due à la formation d’une liaison électrostatique entre la Lys313 et le sulfate en position 6 

du GlcNAc.  

Afin de développer un ligand reconnu exclusivement par DC-SIGN, un criblage de la position 6 du 

glycomimétique PsDi a été fait et a révélé des gains de sélectivités plus important pour DC-SIGN 

pour des composés avec une charge positive (charge inverse des sulfates dans le site actif de la 

langerine), notamment le 6NH2 PsDi. 

Puis, un glycomimétique d’une nouvelle génération a été conçu, combinant la sélectivité naturelle 

déjà existante pour le Man030 et celle observée pour le 6NH2 PsDi. Les résultats décrits dans cette 

publication montre que le 6NH2-Man030 est un composé hautement sélectif pour DC-SIGN (par 

rapport à la langerine).  

 

Les contributions : 

La synthèse chimique des composés a été réalisée dans le groupe d’Anna Bernardi. L’ensemble des 

caractérisations des sites actifs et criblages de ligands ont été réalisé dans notre équipe. La structure a 

été réalisée dans notre équipe par Eric Chabrol. 

 

Ma contribution personnelle : 

Dans le cadre de cette publication, j’ai produit et purifié les lectines DC-SIGN, langerine, langerine 

K299A, langerine K313.  

J’ai participé à l’analyse des données structurales de la langerine CRD. 

J’ai criblé l’ensemble des ligands sulfatés par SPR pour DC-SIGN, la langerine et les mutants de 

langerine, puis j’ai extrait et analysé les données. La même procédure a été faite pour la librairie de 

glycomimétique modifié en position 6.  

J’ai ensuite eu l’opportunité d’aller chez nos collaborateurs à Milan et participer à la synthèse du 

composé 6NH2Man030 (composé n°7 dans la publication) combinant les attributs du Man030 et 

6NH2PsDi.  

Pour finir, j’ai réalisé toutes les études d’inhibitions et de caractérisations biophysiques (SPR, ITC) 

avec cet ultime composé. 

J’ai participé activement à la rédaction de ce papier et réalisé l’ensemble des figures extraites des 

résultats obtenus par SPR (par compétition et par interaction directe) et ITC. 
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C-type lectins receptors (CLRs) are central sensing 

systems for the regulation of the initial immune response 

through dendritic cells.
1,2

 Together with the Toll-Like 

Receptors (TLRs) family of pathogen recognition receptors 

(PRRs), they are key elements in the recognition of both 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) and of 

danger-associated molecular patterns (DAMPS) displayed 

by altered cells. Dendritic cells use CLRs to recognize 

carbohydrate-based PAMPS or DAMPS in a Ca
2+

-dependent 

manner. Upon recognition, and depending on the crosstalk 

with TLRs, an activation or tolerance response will be 

promoted by dendritic cells towards specific T-cells.
3,4

 

Apart from being essentials for immune regulation, some of 

these CLRs are also hijacked by pathogens during their 

infection process. For instance, LSECtin and DC-SIGN are 

used to this purpose respectively by Ebola virus and by a 

wide range of virus and bacterial pathogens (from HIV, M. 

tuberculosis to C. Albicans for DC-SIGN).
5-9

 Thus, CLRs 

have become attractive targets for the design of new ligands 

able to modulate the immune response, either towards 

activation or inhibition, as function of the CLRs targeted 

and of the physiological situation addressed. In addition, 

such ligands could become also anti-infective agents in 

cases where CLRs are used by pathogens to infect the host. 

The development of such ligands as molecular probes for 

the modulation of various CLRs is the subject of intense 

efforts.
10-12

 However, the development of highly specific and 

effective ligands towards CLRs faces several specific 

bottlenecks. DC-SIGN, one of the most investigated CLRs 

up to now, is a good example of the cumulative difficulties 

typically encountered with CLRs. The first problem is the 

nature of the natural ligands, oligosaccharides, that are 

easily metabolized and that may have a low level of 

bioavailability in therapeutic conditions. Second, the 

complexity of the task increases by one step when 

considering that natural carbohydrates frequently bind 

within CLRs Ca
2+

 sites using multiple binding modes, thus 

making the specific benefit of any targeted modification 

almost unpredictable. Indeed, depending on the mode of 

binding, a given structural modification of a ligand may 

either improve or reduce and even eliminate the binding 

affinity. Third, the active site of CLRs is not a buried pocket 

offering many contact points for interaction, but rather an 

almost flat surface totally open to the solvent (Figure 1A). 

This leads to ligands that typically have a low affinity, often 

in the mM range. And finally, the fourth challenge consists 

in the cross specificity in ligand recognition by various 

CLRs. The designed ligands may then generate various off-

target effects. Altogether, these barriers make a very 

complex task to design, on a rational and guided manner, 

ligands with improved binding capacity, well defined 

selectivity and no cross reactivity to any other receptors. 

Nonetheless, concepts and approaches in carbohydrates 

chemistry and structure-based design have progressed and 
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currently allow to seek possible success in this direction. 

Indeed, the first three challenges discussed above have been 

successfully addressed for DC-SIGN in different and 

sequential manner by several groups.
13-15

{Sattin:2015il} 

Ligand stability improvement, for a potential better 

bioavailability, has been addressed through either screening 

of non carbohydrate ligands or through the use of 

glycomimetic compounds resistant to glycosidase 

action.
13,16-18

 Thus, our groups chose to develop DC-SIGN 

ligands through the use of glycomimetics because they 

follow the basic binding rules of the natural ligands and thus 

facilitate rational design. From this approach, we identified 

two glycomimetics, a pseudo-di and a pseudo-trisaccharide, 

as lead compounds able to bind efficiently DC-SIGN and 

even to be effective in anti-HIV trans-infection test (Figure 

1B).
19-21

 

!

Figure 1. A) Surface representation of carbohydrate binding domain of DC-SIGN (cyan, pdb 2it6) and Langerin (yellow, pdb 3c22). 

Ca
2+

 ions within the binding site are in pink. Structural comparison highlights the difference between both binding site. The two langerin 

specific lysines, K299 and K313 are represented in dark blue. B) Structure of two generations of glycomimetic directed against DC-SIGN. 

C and D) Electrostatic surfaces of DC-SIGN CRD in complex with 1 (pdb 2xr5) and 2 (STD NMR and molecular docking) respectively. 

 

However, because of the unpredictable multiple binding 

mode of sugars in CLRs, only after careful structural studies 

involving X-ray structure, STD NMR experiment and many 

biophysical interaction studies in solution,
22-24

 have we been 

able to establish that, between these two compounds, only 

the pseudo-disaccharide 1 meets the requirement of a unique 

binding mode within DC-SIGN (Figure 1C) and allows 

further rational molecule improvement. Then, using 

structural information regarding the binding mode of this 

glycomimetic,
22

 we have been able to improve, on a rational 

basis, its relative affinity for DC-SIGN by appropriate 

modifications of the carboxy groups belonging to the 

cyclohexane moiety of 1, leading to compound 2, that 

increases the ligand surface contact within the binding site 

and thus its affinity.
25

 Other groups, also using structural 

information and molecular modeling, have been successful 

in affinity improvement of monovalent ligands.
17,26,27

 

However, further affinity improvement in the low µM or 

even the nM ranges have been reached only using multi-

presentation of the previously designed ligands on dedicated 

molecular platforms, the nature of the multivalent 

system/scaffold used playing a central role in the affinity 

level reached.
15,28-30

 Altogether, these cumulative 

improvements allowed to counterbalance the bottlenecks 

corresponding to the first three issues listed above. The 

fourth one, i.e. the problem of cross specificity and 

recognition between different CLRs, have not been 

addressed specifically up to now. On the way to developing 

affinity improvement for DC-SIGN, we did accidentally get 

some selectivity increase in favor of DC-SIGN relative to 

Langerin, another CLRs also able to recognize the HIV 

envelope glycoprotein, gp120.
22,25

 However, even if some 

selectivity could be obtained for DC-SIGN with 2, the 

remaining activity towards Langerin is not negligible 

particularly in multivalent presentation that will also 

improved this non-desired interaction. Regarding the cross 

specificity problem, the case of DC-SIGN and langerin is a 

case study of particular interest, since these two CLRs have 

been both described has HIV binding receptors but with 

opposite physiological consequences, respectively as 

promoting the T-lymphocytes infection or contributing to 

virus elimination.
7,31-33

 In addition, both receptors are 

present in different dendritic cells types and are related to 

different intracellular pathways and compartments. Indeed, 

langerin targets HIV to Birbeck granule, which are believed 

to be an atypical antigen processing pathways unique to 

Langerhans cells.
31,34

 For all these reasons (different 

dendritic cell target, different antigen internalization 

pathway and opposite role during HIV infection) a particular 

attention to the design of antagonists with a total specificity, 

rather than a selectivity, towards DC-SIGN over langerin is 

fully justified. 

Here, in this work, we address specifically this fourth and 

unsolved problem of the CLR cross specificity. We use a 

differential rational design approach, meaning that from a 

structural and functional comparison of two binding site of 

two CLRs, i.e. DC-SIGN and langerin, we extract rational to 

exclude recognition by one receptor and favor binding to the 
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other. Such differential rational design aims to reach a 
complete specificity of the targeted compounds for a single 
receptor, DC-SIGN. Here, the DC-SIGN/langerin couple of 
CLRs is used as a case study, due to the potential 
applications for the development of inhibitors of HIV 
capture and of tools in immune regulation. 

!"#$%&"'()"*+)!$#,-+!!

Compounds. The GlcNAc-sulfated derivatives (Figures 
2) were purchased from Dextra Laboratories. The 6-
modified pseudo-disaccharides 3-7 (Figure 5) were 
synthesized starting from 6-azidomannose tetra-O-benzoate 
following procedures previously established for 1 and 2. 
Full details are collected in the Supporting Information file. 

DC-SIGN and Langerin ECD production and 
purification. WT and mutated recombinant forms of DC-
SIGN and Langerin extracellular domain (DC-SIGN ECD 
and Lg-ECD respectively) were produced and purified as 
described previously.35,36 

Crystallization. Crystals of Lg-CRD were grown from a 
sample of Lg-ECD by the hanging-drop vapor-diffusion 
method at 293 K with a protein/reservoir drop ratio of 1:1, at 
a protein concentration of 15 mg/mL in 25 mM Tris-HCl pH 
8, 150 mM NaCl and 4 mM CaCl2 and a reservoir 

containing 100 mM HEPES pH 7, 100 mM MgCl2, 150 mM 
NaCl and 20% PEG 3350 supplemented or not with 70 mM 
europium dipicolinate. The use of this lanthanide complex 
was motivated by the aim to crystallize the full-length 
Langerin ECD protein by inducing interactions between the 
complex and arginine residues to promote crystal contacts.37 
Crystals appeared after 2 months with the typical Lg-CRD 
crystal shape and dimension described previously.38 In drop 
proteolysis of Lg-ECD, by residual protease, between the 
CRD and the Neck domain of langerin account for this 
phenomenon.  

 

This was confirmed by evaluation of the space group and 
the cell dimension. For Lg-CRD/GlcNS6S complex 
preparation, crystals were firstly washed in 100 mM HEPES 
pH7, 100 mM MgCl2, 150 mM NaCl and 35% PEG 3350 
for the cryoprotection and secondly soaked and equilibrated 
by vapor diffusion during 1 h in 1 µL of the previous 
solution supplemented with 10 mM of GlcNS6S. Crystals 
were directly flash frozen in liquid nitrogen. 

Data collection, processing and structure 
determination. X-ray diffraction data were collected in the 
BM30a beamline at the ESRF Grenoble using an ADSC 
Q315r detector. The crystals was diffracted with a 
wavelength of 0.979 Å, exposition time of 20 sec/images, 
200 images with an angular step of 0.5 degree and a detector 
distance of 220 mm. Data were processed using the XDS 
software39 and scaled using SCALA software from the 
CCP4 suite.40 The structure was determined by molecular 
replacement using the PHASER program41 with a 
polyalanine model of Lg-CRD (pdb accession number, 
3C22) as search model. Manual model building was 
performed using the Coot software42 followed by refinement 
cycles with the PHENIX program.43 The final model has 
been validated using the Protein Data Base validation web 
site and the final refinement statistics are summarized in 
Table 1. Coordinates and associated structure factors have 
been deposited in the PDB database, code: 5g6u. 

 

Surface Plasmon Resonance analysis. Surface plasmon 
resonance experiments were performed on a Biacore 3000 
using a CM4 chip, functionalized at 5 µL/min. Fc1 anf Fc3 
was prepared as reference surface. Flow cell (Fc) from 1 to 
4 were activated with 50 µL of a 0.2M EDC/ 0.05 M NHS 
mixture. After this step, Fc1 to Fc4 were respectively 
functionalized with bovine serum albumine (BSA) and 
mannosylated bovine serum albumine (BSA-Man, BSA-
manα1-3[manα1-6]man, Dextra laboratories, 60 µg.mL-1). 
Then remaining activated groups of both cells were blocked 
with 30 µL of 1 M ethanolamine. After blocking, the four Fc 
were treated with 5 µL of 10 mM HCl to remove unspecific 
bound protein and 5 µL of 50 mM EDTA to expose surface 
to regeneration protocol. Finally, 238 RU and 1847 RU of 
BSA and BSA-Man were respectively immobilized on Fc1 
and Fc2. 

For inhibition studies, on Fc2 or Fc4, 20 µM of DC-SIGN 
ECD or 15 µL of Langerin ECD respectively are mixed with 
increasing concentrations of inhibiting compounds were 
prepared in a running buffer composed of 25 mM Tris pH 8, 
150 mM NaCl, 4 mM CaCl2, 0.005% P20 surfactant, and 
13 µL of each sample was injected onto the surfaces at a 

Table 1: Lg-CRD/GlcNS6S complex data collection and 
structure refinement statistics. 

Data collection statistics 

Wavelength (Å) 0.979 

Space group P42 

Unit cell parameters (Å) a = b = 79.483; c = 90.71 

Resolution (Å) 50.0-1.84 (1.96-1.84)a 

Unique reflections 48373 (7677) 

Completeness (%) 99.5 (98.1) 

I/σ (I) 19 (4.6) 

Rmerge 
b (%) 4.7 (30.0) 

Structure refinement statistics 

Resolution (Å) 50.0-1.84 

Refinement factors  

Used reflections/free (%) 48405 / 5.04 

Rwork
c 0.1559 

Rfree
c 0.1834 

rmsd from ideality  

Bond lengths (Å) 0.023 

Bond angles (deg) 0.702 

Ramachandran plot (%)  

Most favored regions 98.4 

Additional allowed regions 1.6 

Disallowed regions 0.0 

Average B-factor (Å2) 30.8 

aValues in parentheses are for the highest resolution shell. b Rmerge 
=∑h∑mIm(h) - 〈I(h)〉∑h∑mIm(h). c Rwork=∑hF0-Fc∑hF0, and 

Rfree= Rwork calculated with 5% of randomly isolated F0. 
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5 µL/min flow rate. The resulting sensorgrams were 

reference surface corrected. 

(1) 
 

(2) 

 

The DC-SIGN binding responses were extracted from 

sensorgrams, converted to percent residual activity values 

(y), which were plotted against corresponding compound 

concentration. The 4-parameter logistic model (eq. 1) was 

fitted to the plots, and the IC50 values were calculated, from 

equation 2, using the values of fitted parameters (Rhi, Rlo, A1 

and A2). 

Isothermal Titration Calorimetric analysis. ITC 

experiments were performed at 25 °C using TA Instrument 

Nano Isothermal Titration Calorimeter Low Volume (Nano 

ITC LV) with 190 µL cell volume. Compound 7 and DC-

SIGN ECD were prepared in 25 mM Tris pH8, 150 mM 

NaCl, 4 mM CaCl2. Compound was stepwise injected (1.03 

µL) to DC- SIGN solution using 5 min intervals between 

injections. 566 µM of monomeric DC-SIGN ECD and 0.47 

mM compound concentrations were used. The blank 

titrations (compounds to buffer) were done for subtraction 

of dilution heat from the integrated data. A one-site binding 

model was fit to the data (nanoAnalyse 2.20 TA), yielding 

association constants (KA) and binding enthalpies (∆H). The 

free energy changes (∆G) and entropy (∆S) were calculated 

using equation: 

 ∆G = ∆H − T∆S = −RT ln KA, where T is the absolute 

temperature and R = 8.314 J.mol
−1

.K
−1

. 

 

Synthesis. The 6-modified pseudo-disaccharides 3-7 

(Figure 5) were synthesized starting from 6-azidomannose 

tetra-O-benzoate following procedures previously 

established for 1 and 2. Full details are collected in the 

Supplementary Information file. 

!"#$%&#'()*'*+#,$##+!"!

Sulfation-induced selectivity towards Langerin. The 

main existing difference in ligand recognition, between DC-

SIGN and langerin, lies in the ability of Langerin to 

specifically recognize sulfated glycans. In order to design 

ligand modifications to generate specific glycomimetic 

candidates, the properties of specific recognition of sulfated 

glycans by Langerin need to be understood. Langerin 

recognizes sulfated-glycans with terminal 6-SO4-Gal 

residues
44,45

 or GlycosAmino Glycans containing sulfated 

derivatives of GlcNAc.
46,47

 GlcNAc shares with Man the 

same 3,4-di-equatorial hydroxyl groups for binding to Ca
2+

 

and thus the binding mode of GlcNAc derivatives is 

expected to be closer to that of mannose-based ligands than 

the atypical one of Gal-sulfated derivative into the Langerin 

site with an EPN signature. Thus, in order to potentially 

transfer identified features to the lead compound 1, which is 

a mannose-based glycomimetic, we focused our selectivity 

characterization on commercially available GlcNAc-sulfated 

derivatives.  

 

Figure 2. Inhibition of DC-SIGN and Langerin binding to 

Man-BSA by sulfated derivatives of GlcNAc in a SPR competi-

tion assay. A, structure of GlcNac-sulfated derivatives used in 

the study. B. Inhibition curves for DC-SIGN (left) and Langerin 

(right). C, Comparison of the IC50, extracted from B, for DC-

SIGN (blue) or Langerin (red) as a function of the degree and 

position of sulfation. (*)For GlcNS6S, the IC50 for DC-SIGN 

has not been reached experimentally (see from B) and thus 

extrapolated from the inhibition curve equation. 

The different sulfated versions of N-acetylglucosamine 

evaluated for their relative affinity toward DC-SIGN and 

Langerin are presented in Figure 2A. All IC50 values have 

been determined experimentally, using SPR, by competition 

experiments. Figure 2B and 2C present the evolution of 

IC50 (mM) for a series of GlcNAc derivatives as a function 

of sulfation on specific positions. Non-sulfated GlcNAc has 

the same affinity for both lectins, close to 5 mM (Figure 2C) 

and comparable with the reported affinity of Mannose for 

DC-SIGN.{Sattin:2010ck}  However, adding one or several 

negative sulfate groups into the ligand, an increase in 

affinity in favor of Langerin appears, while in parallel the 

recognition by DC-SIGN drastically decreases, until a 

selectivity factor of 5000 in favor of Langerin is measured 

for the disulfated ligand, GlcNAS6S. The sulfate group in 

position 6 is of major impact, promoting alone a selectivity 

factor close to 600 (IC50 of 0.38 mM and 0.22 mM for 

GlcNAc6S and GlcNS6S respectively). 

Recognition mechanism of sulfated ligands. The 

interaction of sulfated saccharides is unique to Langerin 

with respect to DC-SIGN. To understand the determinants 

of this specificity we studied the impact, on sulfated ligand 

affinities, of mutations within Lg-ECD active site. More 

particularly, the roles of lysine 299 and 313 (Figure 1A), 

which are ideally positioned in the Ca2+ site surroundings, 

have been addressed. Figure 3, summarizes the IC50 
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determined by SPR inhibition assay for each ligand as a 
function of the Lg-ECD mutations. 

 

Figure 3. Impact of lysine mutations in langerin, on the IC50 of 
GlcNac sulfated-derivatives. IC50, extracted from SPR derived 
inhibitions curves, are presented as a function of the GlcNAc 
sulfation pattern and for a given version of langerin (see 
supporting information for corresponding sensorgrams and 
inhibitory curves). 

Both mutations (K299A and K313A) of Langerin active 
site lysines induce an overall decrease of affinity of the 
sulfated ligand toward Langerin (Figure 3). Mutation of 
K313A completely abolishes the affinity improvements 
observed upon sulfation of the ligands. In addition, the 
K299A mutant recognizes the GlcNAc6S ligand twice less 
efficiently compared to Langerin wild type. This effect is 
even more pronounced for the K313A mutant with an 
affinity decrease of GlcNAc6S compared to Langerin by a 
factor of 10. These results, obtained by SPR, confirm the 
data, obtained by crystallographic structure, regarding to the 
key role of lysine 313 in the sulfated ligand/Langerin 
interaction and described below. 

X-ray crystal structure of Lg-CRD/GlcNS6S complex. 
Isolated crystals of Lg-CRD were soaked with GlcNS6S. 
The crystal contains four copy of the CRD per asymmetric 
unit within a P42 space group. The structure solved at 1.89 
Å is well conserved when compared to previously 
determined structures of Lg-CRD as illustrated by RMSD of 
0.443 Å, 0.335 Å and 0.331 Å with Lg-CRD structures 
without ligand or complexed with 6SO4-Galß1-4GlcNAC or 
Manα1-2Man respectively (corresponding pdb are 3C22, 
3P5I and 3P5F).36,45 Structure resolution was conducted by 
molecular replacement using an unliganded Lg-CRD model 
(pdb 3C22). Thus, the identification of a well-defined 
electron density onto the Ca2+ ion allowed to clearly 
establish the presence and orientation of the GlcNS6S ligand 
within the binding site (Fig. 4a). As expected, GlcNS6S 
binds to the Ca2+ ion with its equatorials 3-OH and 4-OH 
groups. The structure of Lg-CRD/GlcNS6S complex 
highlights the proximity of both lysines 299 and 313 to 
GlcNS6S within the binding site (Figure 4). We show a 
direct interaction between K299 and the anomeric hydroxyl 
group of the sugar while the N-sulfate in C2 is oriented 
towards the solvent (Fig. 4b). The 6-sulfate of GlcNS6S is 
involved in an electrostatic interaction with K313 (Fig. 4b). 
In addition to the impact of K313A mutation reported 
above, this interaction explains the strong affinity gain 
observed for GlcNAc6S and GlcNS6S ligands (Fig. 2C). 

 

Figure 4. Binding mode of GlcNS6S within Langerin calci-
um binding site. (a) Electron density map for bound GlcNS6S. 
The bound ligand is shown superimposed on the Fo-Fc electron 
density map contoured at 3 !. Bonds involved in Ca2+ binding 
are in black dashed line. (b) Interaction network involved in 
GlcNS6S interaction. Yellow dashed line for polar interaction 
and green dashed light for ionic bond. (c) Electrostatic potential 
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of Lg-CRD surface in the Lg-CRD/GlcNS6S complex highlight 

the positive area around K313 and K299 positions. 

Thus, K299 appears to have a minor role in the binding 

whereas the lysine in position 313 plays a preponderant role 

in the affinity of 6-sulfated ligands thanks to the salt bridge. 

However, both lysines contribute to the establishment of a 

strong positive electrostatic region, adjacent to the Ca
2+

 

binding site, that allows to accommodate diverse sulfated 

glycans (Fig. 4c). Indeed, in the previously described 

binding mode for 6SO4-Galß1-4GlcNac, the sulfate group of 

Gal6S was clearly oriented between both K313 and K299. 

In that case, the two lysines were both essential to the 

sulfate recognition.
45,48,49

 Finally, recently we have 

characterized the binding mode to Lg-CRD of 8 heparin-

derived trisaccharides, composed of GlcN-IdoA-GlcN, with 

different sulfation patterns 
47

. In all cases, it is the terminal 

non-reducing GlcN that is binding onto the Ca
2+

 ion, within 

the primary binding site. When the C6 position is sulfated, 

the 6-sulfate is again in direct interaction uniquely with 

K313, as here with the GlcNS6S monosaccharide. However, 

the binding orientation of the heparin derivatives was 

slightly rotated with the 6-sulfate interacting with K313 by 

the external side of the positive patch. Indeed, in the case of 

these trisaccharides, the anomeric position is not free for 

interaction with K299. The following residues, IdoA and 

GlcN, extend in between K313 and K299, and establish 

secondary contacts with the langerin surface. Thus, from 

this additional structure of Lg-CRD/GlcNS6S complex, and 

those with different sulfate glycans already described, it 

emerges that the presence of these two lysines residues 

allows accommodating different relative positions of the 

sulfate group as a function of the full structure of the 

sulfated glycans. However, it is always a sulfate in position 

C6 that is reported for the sulfate-based binding specificity 

towards langerin. 

Aiming to developing highly specific antagonist of DC-

SIGN versus Langerin, the observation that a negative 

charge on the sugar C6 interacts specifically with K313 

within Langerin binding site represents the starting-point for 

a design strategy based on differential features of the two 

receptors. The X-ray structure of the DC-SIGN complex 

with glycomimetic 1 
22

 shows that, contrary to the langerin 

complexes examined so far, the C6 position of the sugar unit 

interacting with the Ca
2+

 ion is not involved in any direct 

interaction within the DC-SIGN binding site (Fig. 1C) and it 

is located in a very open area, close to a negatively charged 

patch of the protein surface. Thus modifications in position 

C6 are expected to differentially impact binding to langerin 

and to DC-SIGN. Both a positive charge or a steric 

hindrance in position C6 of 1 have the potential to lead to 

electrostatic repulsion or steric clashes with the lysine 313 

within Langerin binding site thus generating glycomimetics 

that recognize selectively or even exclusively DC-SIGN. 

 Synthesis and screening of 6-modified compound 1 

library towards DC-SIGN and Langerin. Based on the 

structure of the lead compound 1 previously described, we 

synthesized a restricted library of four new compounds 

modified at position 6 of the mannose ring (compounds 3 to 

6, Figure 5), as described in materials and methods. SPR 

competition studies with DC SIGN and Langerin (Table 2), 

clearly showed a strong enhancement of selectivity toward 

DC-SIGN on passing from 1 to its 6-amino counterpart 3. 

 

Figure 5. Structure of 6-modified pseudo-dimannosides 3-7. 

While the selectivity is of 1.54 for the initial lead 1 in this 

SPR evaluation test, compound 3 reaches a selectivity factor 

above 7. We also observed that the relative affinity for DC-

SIGN was improved (IC50= 481 µM), compared to the lead 

compound 1 (IC50= 956 µM). Thus, the positively charged 

amino group brings the expected properties regarding to the 

improvement of DC-SIGN affinity and selectivity. 

 

Merging modifications from different optimized 

glycomimetics. As mentioned before, compound 2 had been 

previously selected as a first optimization of 1, on the basis 

of its relative DC-SIGN affinity (three times improvement 

of the IC50).
25

 The Langerin screening reported in Table 2 

also showed an unexpected selectivity improvement of 2 

over 1  by a factor of 7. The binding mode of 2 in DC-SIGN 

was characterized by STD NMR (Figure 1D),
25

 which 

showed that,  compared to  1, the binding mode is conserved 

while the additional hydroxymethylene-benzyl groups  

increase the surface contact of the ligand within the DC-

SIGN binding site. As for 1, this binding mode should not 

be impaired by, modifications in position 6 of the mannose 

moiety. As a control for this hypothesis, we have analysed 

the binding mode of 3 to DC-SIGN using NMR transient 

methods (STD-NMR and NOESY experiments) for both the 

complex and the free mimic.. This study showed that, both 

in the free state and in the protein complex, 3 maintains the 

same extended major conformation as 1, characterized by by 

an exclusive NOE between H1 Mannose and -H3eq of the 

cyclohexyl ring (see supplementary materials).  

Additionally, the same pattern and intensity of STD signals 

was measured for 1 and 3  (saturation time 3s), strongly 

Table 2: Evaluation of glycomimetics inhibition potency 

towards DC-SIGN and Langerin (SPR) 

Compounds IC50 (µM)  Selectivity 

 DC-SIGN Langerin  

1 956 ± 38 1474± 329 1.54 

2 329 ± 5 2556± 610 7.76 

3 481± 11 3440± 668 7.15 

4 703± 29 1236± 215 1.75 

5 1235± 40 1933± 90 1.56 

6  1366± 81 4035± 145 2.95 

7 254± 5 no inhib. n.a. 
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suggesting that the two molecules share a common binding 

mode with DC-SIGN. 

Thus, with the aim to obtain a cumulative effect on 

selectivity, we synthesized a glycomimetic of third-

generation, compound 7, cumulating the two modifications 

of the second-generation compounds 2 and 3 (Figure 5).  

SPR competition tests showed no major alteration of the 

affinity of 7 for DC-SIGN relative to 2 and 3 (Table 2, DC-

SIGN IC50 254µM). On the contrary, the cumulative 

modifications from 2 and 3 as assembled in 7 appeared to 

induce a drastic synergistic effect on selectivity against 

langerin. Indeed, no IC50 for 7 could be determined in the 

competition-langerin binding assay, since no significant 

inhibition was observed in the entire concentration range 

tested (up to 4.4 mM). Thus, no selectivity factor could be 

calculated. It seems that binding to langerin is excluded for 

7. 

To fully illustrate this point, we evaluated the level of 

binding inhibition for both DC-SIGN and Langerin using 

the maximal concentration sustainable in the assay (4.4 

mM) with all the related ligands, from the natural ligand 

Manα1-2Man, up to the mimics 1, 2, 3 and 7 (Figure 6). At 

this concentration, while the DC-SIGN binding inhibition 

reaches almost 100% for both 2 and 3, 40% and 35% 

inhibition of langerin are still observed, respectively. 

Remarkably, with 7 100% inhibition of DC-SIGN binding is 

obtained while no inhibition of the interaction of langerin is 

observed, even at this concentration.  

Structural characterization of the DC-SIGN: 7 complex 

was attempted by NMR. Transfer NOESY experiments once 

again showed for 7 the exclusive NOE contact of the 

extended conformation in the bound state  (see 

supplementary material).  However, spectral congestion 

prevented a proper quantification of the STD signals. 

Attempts of solve the signal overlap by including a second 

HSQC transference after the STD module were 

unsuccessful, due to low concentration of the sample. 

  

Figure 6: Lectin inhibition at the highest concentration of 

optimized glycomimetics tested (4.4 mM). DC-SIGN (Blue 

bar); Langerin (Red Bar). 

Characterizations of compound 7 binding properties to 

DC-SIGN. We analyzed more deeply the interaction 

properties of 7 with DC-SIGN ECD by ITC. The 

pseudosaccharide 7 (4.7 mM) was titrated into lectin 

solution (566 µM). The ITC data of the titration of 7 to DC-

SIGN ECD confirm the moderate affinity. Indeed, the 

titration curve did not adopt the full sigmoidal shape. Fitting 

one binding site model to the data with an assumed 

stoichiometry value n fixed to 1 yielded the Kd of 171 ± 11 

µM, which was in the same range as the apparent affinity 

determined by SPR competition assay (IC50 254 µM). So 

far, the combination of the moderate affinity and a low 

molecular weight of these glycomimetics, have precluded 

the evaluation of a Kd by SPR in a direct interaction mode. 

Improvement of the affinity below the mM range allows 

now such evaluation using a DC-SIGN ECD functionalized 

surface following a recently established protocol (ref) and, 

in this way,  a Kd = 310 µM has been determined (Fig. 7B). 

From these different and complementary analyses, an 

affinity in the range of 250 µM can be assumed for 7. The 

ITC characterization allowed to evaluate a ∆H = −9.54 ± 

0.26 kJ mol
−1

 and a T∆S = 11.9 kJ. mol
−1

, leading to a ∆G 

of -21.4 kJ. mol
−1

. Thus the binding mode of 7 is almost 

equally enthalpically and entropically driven. 

 

Figure 7: ITC and SPR analysis of glycomimetic 7 titration 

to DC-SIGN ECD. A. Titration of glycomimetic 7 at 4.7 mM to 

DC-SIGN ECD (566 µM). Upper panel show the titration 

thermogram, and lower panel the data integration with fitted 

curves (1:1 binding model). B. Titration of glycomimetic 7 onto 

DC-SIGN ECD functionalized surface. Upper panel shows 

reference-subtracted sensorgrams of increasing concentrations 

of 7 and lower panel the steady state binding analysis (1:1 

binding model). 

!"#!$%&'"#!

CLRs are involved in numerous aspects of immune 

regulation and they have attracted great interest as targets 

for anti-infective strategies, vaccine delivery, immune 

modulation, etc. However, due to their large open binding 

sites, their low affinity for their natural carbohydrate ligands 

and the cross-specificities between some CLRs the number 

of available specific antagonists, or agonists is limited. 

Indeed, when considering only computed druggability 

scores, most CLRs were predicted to be challenging targets 

or even undruggable ones
50

. Despite this negative statement, 

throughout recent years some progress have been made 

towards defining potent antagonists against some CLRs, as 

for example for DC-SIGN, Mincle, and DCIR.
28,51,52

 

However, we are still far from compounds with the required 

affinity and, even more, with the relevant specificity to 

envision their use in clinical trials. 

In this work to address the specific difficulties 

encountered regarding selectivity on these peculiar targets, 

we defined a new strategy to improve one step further the 

glycomimetics that we have previously developed. DC-

SIGN and Langerin are CLRs for which development of a 
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highly specific antagonist would be of great potential 

impact. The improvement of compounds selectivity towards 

DC-SIGN, in a rational way, is very challenging due to its 

very open binding site that does not provide easy contacts to 

exploit (Fig. 1C). Thus, on the opposite to classical 

approaches, instead of modifying the ligand by adding 

additional anchoring points within the targeted binding site, 

we searched for optimizations within our compounds that 

could impair their interaction within the langerin binding 

site, for which we want to avoid recognition. In order to do 

so, we first made a careful comparative analysis of the 

binding mode of natural ligands known to be specific for 

one of the two CLRs. From that platform we have defined 

rationally the differential determinants, between both CLRs 

binding sites and within natural ligands, that may allow such 

specificity. Indeed we showed that a critical source of 

specificity for langerin resides in the presence of a sulfate 

group at C6 of carbohydrate ligands and on its interaction 

with the K233 residue of langerin binding site. Then we 

exploited this finding to introduce modifications that will 

alter langerin, but not DC-SIGN, recognition. This strategy 

exploiting on one hand the differences between DC-SIGN 

and Langerin binding sites and the cumulative addition into 

one compound of several modifications, succeeded in the 

end to generate a highly specific compounds for DC-SIGN. 

Thus in the evolution of 1 to 2 and 3 and finally to 7, we 

have improved the selectivity to such a level that the 

interaction with Langerin is not measurable anymore and 

calculation of a selectivity factor is no longer achievable. 

We may rather speak of DC-SIGN specificity rather than 

selectivity with the new compound developed in this work. 

This strategy, were ligand improvements can be obtained 

through differential analysis between two competing 

receptors for a given ligand, can be of general use in the 

course of developing inhibitors when few receptors are still 

identified as cross-reactive to a ligand of interest. This 

approach may be of particular interest when improvements 

potentially oriented towards the binding site target are 

limited for physical reasons, as in the case of CLRs. Once 

the selectivity is achieved by this means, the increase of 

affinity can then be reached playing on the avidity effect by 

using multivalent presenting structures. 
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Le HCMV (cytomégalovirus humain) est capable, comme le VIH, de reconnaître les DCs via 

DC-SIGN et de faciliter son internalisation. La trans-infection du HCMV est favorisée grâce à la 

reconnaissance de la gB (protéine d’enveloppe du virus) avec DC-SIGN [180]. 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de Franck Halary (CHU de Nantes), nous avons eu 

l’occasion d’évaluer l’affinité entre DC-SIGN et différentes versions glycosylées de gB. Le but est de 

comprendre le rôle des différents types de N-glycanes impliqués dans l’interaction de la gB avec 

DC-SIGN et contribuer à une réflexion sur les stratégies potentielles d’inhibition du HCMV, celle-ci 

étant une source de complication dans les processus de greffes. Par conséquent, de nouvelles 

approches anti-HCMV sont recherchées. 

Les résultats sont présentés dans la publication n°5 : 

THE C-TYPE LECTIN DC-SIGN IS THE ONLY ATTACHMENT 

RECEPTOR FOR THE HCMV ENVELOPE GLYCOPROTEIN B ON 

MONOCYTE-DERIVED DENDRITIC CELLS 

Résultats principaux de cette étude : 

DC-SIGN joue un rôle dans la capture de la gB et son internalisation dans les DCs immatures. 

L’interaction des deux partenaires est étudiée dans ces travaux. Plusieurs anticorps dirigés contre les 

deux protéines ont démontré que DC-SIGN pourrait être considéré comme le récepteur le plus 

important dans les phases de pré et post-fusion de la gB du HCMV. De plus,  le domaine antigénique 

4 de la gB a été identifié comme la région en contact avec DC-SIGN. Ces données permettent de 

caractériser le complexe gB HCMV/ DC-SIGN. 

Les contributions : 

Les tests cellulaires ont été faits par Caroline Cheneau, étudiante en thèse de l’équipe de Franck 

Halary. J’ai évalué l’affinité des différentes gB glycosylés par SPR sur une surface orientée 

DC-SIGN S-ECD. 
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Ma contribution personnelle : 

J’ai réalisé par SPR les surfaces orientées DC-SIGN S-ECD et effectué l’ensemble des contrôles 

associés à la surface. Puis, j’ai analysé et extrait les données obtenues. J’ai participé à la rédaction de 

la partie expérimentale et des résultats. J’ai fourni l’ensemble des sensorgrammes pour cette 

publication. 
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,31P;8J6132-! P74674A! 6;<374! >LVKB! HH! )%$MT=T I! KLME?NO! 74! 5U/7;4! 0728! NCW! 3/!#$*!

6-/,17P-6! -./-08-1-! >%$IX! +8-/-! :.3/<76/! 0-1-! Q746.J! :1;@76-6! PJ! W1! (-44-28! Y3,;P/;4!#T=!

>Z47@-1/72J!;5!O;128!L31;.743B!ZEHIX!H!:'NCW!:.3/<76!03/!U/-!3/!3!4-A327@-!,;421;.X! E74A.-!#T#!

:;742! <U2342/! ;5! 28-! KLME?NO! LVK! 0-1-! 3./;! /23P.J! -[:1-//-6! 74! &'()*$+! ,-../! >O$##HB!#T)!

'$T"HB!O$T*HB! \$%#HB!K$D"H! 346! E$D=H]! Q746.J! A752-6! PJ! K1! C134Q! Y-4Q74/B! Z47@-1/72J! ;5!#T$!

W722/PU1A8B!ZEHIX!E-.-,27;4!;5!/23P.-!KLME?NO!2134/5-,2342/!03/!:-15;1<-6!PJ!/UP,U.2U174A!#TT!

,-..!.74-/!0728!A-4-27,74!>NMT#S!67/U.532-!/3.2B!E7A<3MH.617,8IX!KLME?NO!/U153,-!-[:1-//7;4!03/!#T%!

3//-//-6!PJ! 5.;0!,J2;<-21J!U/74A!-728-1!34!3427M4-,Q!3427P;6J! >:HPB!&)==I!;1!34!3427MLVK!#TD!

>GVM#! ,.;4-I! /UP/-^U-42.J! 1-@-3.-6! PJ! 34! HWLM,;4_UA32-6! /-,;4631J! 3427M?AN! >&`9I! >aK!#T"!

a7;/,7-4,-/B!C134Q.74!93Q-/B!OYIX!#TS!

!#T*!

?'0$&,*+@*&-4*,5&/1-40-#*'+,%'+2'+5,$""$/!#%=!

GKMKL/! ;1! KLME?NOM-[:1-//74A! Z*$"! ,-../! 0-1-! 1-/U/:-46-6! 74! +aEB! #! <G! L3L.)B! )<G!#%#!

GAL.)B!=X#b!P;@74-!/-1U<!3.PU<74!>aEHI!346!28-4!/--6-6!74!*DM0-..!:.32-/!32!#X#=
%
!,-../!c!#%)!

0-../X!KLME?NO!;1!&LG\!Aa!3427P;6JM<-6732-6!P.;,Q36-!03/!:-15;1<-6!PJ!74,UP3274A!,-../!#%$!

0728!/:-,757,!3427P;67-/!;1!0728!34!711-.-@342!3427P;6J!>)=!dAc<.I!5;1!$=!<74!32!TeLX!a7;274M#%T!

.3P-..-6!1-,;<P74342!&LG\!Aa!;1!&?\M#!???a!A:#)=!>)!dAc<.I!0-1-!366-6!2;!,-../!5;1!)=!<74!#%%!

32!TeLX!L-../!0-1-!28-4!03/8-6!281--!27<-/!0728!,;.6!+aEB!#!<G!L3L.)B!)!<G!GAL.)B!=X#b!#%D!

aEH!346! 5U128-1! /2374-6!0728!HWLM!;1! W'M,;4_UA32-6! /21-:23@7674! >aK!a7;/,7-4,-/B! C134Q.74!#%"!



 

222 222 
!

!

#$%&'(!)*+!,&-./&!,&012!$1$345&6!.1!$!#78!99!-3.:!;4<.=&<&/!>?@!?0.';0&1;&'(!A/$1%301!#$%&'(!BC"!

)*+!$16!<D&!A3.:*.!'.-<:$/&!>E/&&!7<$/(!F'D3$16(!G8+H!BCI!

!BJK!

!"#$%&'()*+,*)-.%()&/*0123*45*6.4/$)+7$/&'(+"*BJB!

LD&1! /&MN0/&6(! /&;.=,01$1<! OPQR! 2?! ./! O9RSB! 2TBUK! >"! V2! T&/! ;.160<0.1+! :&/&!BJU!

&154=$<0;$334!6&234;.'43$<&6!:0<D!WKKK!X!Y)Z$'&A!>Y&T<06&S)SZ34;.'06$'&!A+!./!JKK!X! >U!BJW!

<.! W(J+S1&N/$=0106$'&! >)&:! [123$16! ?0.#$,'! 91;H(! 9T':0;D(! QF+! ./! U! X! >BSU(W(J+SBJ\!

=$11.'06$'&! >Y/.54=&(!O$4:$/6(!PF+! -./! $<! 3&$'<! B"!D.N/'! $<! W]^PH! [154=$<0;! </&$<=&1<'!BJC!

H!O.:&_&/!6&1$<N/012!;.160<0.1'(!BJJ!

!"#"!$660<0.1!.-!7@7(!:&/&!.134!$TT30&6!:D&1!/&MN0/&6H![154=&'!:&/&!/&=._&6!,4!60$34'0'!.-!BJ]!

<D&!'$=T3&! >KHC!=3!F=0;.1!X3</$(!X3</$;&3!CK%!Q0330T./&!Q&/;%(!P./%! 98#+!$2$01'<!Y?7!$-<&/!BJ"!

</&$<=&1<H! A./! ;.=T3&<&! 6&234;.'43$<0.1(! OPQR! 2?! :$'! </&$<&6! :0<D!BJI!

</0-3N./.=&<D$1&'N3-.10;!$;06! >EAQ7!PD&=0;$3!@&234;.'43$<0.1!`0<a! 702=$SF36/0;D(! 7<H! #.N0'(!B]K!

QG+!$16!T4/0601&!'.3N<0. H!B]B!

!B]U!

!"#$%8("9.)'(+"*.:;.,(%."'7!B]W!

E.! $''&''! <D&! ,3.;%012! T/.T&/<0&'! .-! ;.==&/;0$3! $16! 1.1S;.==&/;0$3! $1<0S2?! ./! @PS79Z)!B]\!

$1<0,.60&'!01!$!/&3&_$1<! !$%&!'()! 01-&;<0.1!$''$4(!$!@PS79Z)S&bT/&''012!XIW]!;&33! 301&!$'!:&33!B]C!

$'!0==$<N/&!Q@S@P'!:&/&!N'&6!01!$!'(*$+S01-&;<0.1!$''$4!6&';/0,&6!&3'&:D&/&!>WC+H!?/0&-34(!B]J!

;&33'!:&/&!01;N,$<&6!:0<D!,3.;%&/'!-./!WK!=01!$<!\^P!,&-./&!$66012!_0/N'&'!:0<D.N<!:$'D012!B]]!

>QG9cU+H!F-<&/! 'N,'&MN&1<!U!D.N/'! 01;N,$<0.1!$<!W]^P(!;&33'!:&/&!:$'D&6!$16!TN<! 01!;3.'&!B]"!

;.1<$;<! :0<D! $! D02D34! T&/=0''0_&! Q8PSC! ;&33! =.1.3$4&/! -./! ]U! D.N/'H! Q8PSC! ;&33'! :&/&!B]I!
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#$%&'(! )&*''! )+,'%-! .+/'(!#+)&!$0')12'3#$)'*!"45!6174617!$2(! %)$+2'(!#+)&!$2!87'/$!9::;<5:=!

012>?@$)'(! $2)+<0A)1,'@$716+*?%! BC3C! $2)+@'2! $2)+D1(A! E0712'! :F5GH-! I+77+J1*'-! I8KG! L&'!5:5!

J'*0'2)$@'! 1.! +2.'0)'(! IMN<O! 0'77%! #$%! (')'*,+2'(! $,12@! )&'! )1)$7! 0'77! 2?,D'*! EP8QB!5:H!

J1%+)+6'! 0'77%K! 12! (+@+)$7+R'(! +,$@'%! J*10'%%'(!#+)&! S+>+! %1.)#$*'G! S1*! '$0&! '/J'*+,'2)-! $)!5:T!

7'$%)! .1?*! +,$@'%! J'*! 012(+)+12! #'*'! $2$7AR'(! 12! S+>+G! M'%?7)%! $*'! *'J*'%'2)'(! $%! ,'$2!5:9!

J'*0'2)$@'%!1.!+2.'0)'(!0'77%G!5:O!

!5:U!

!"#$%&'()*"+%,&'(++(-'5:V!

Q7$)'%! 12!#&+0&!#'*'! $(%1*D'(! *'01,D+2$2)! J7$2)! 1*! $2+,$7! 7'0)+2%! EPN<WBXYZPN<WJ'0+.+0!5::!

BN8I<T!X*$DD+2@!Y12<+2)'@*+2-!N128Z0120$2$6$7+2!8-!PW8Z!P$)?*$!W)*$,12+?,!8@@7?)+2+2-!5:"!

[X8Z[&'$)!X'*,!8@@7?)+2+2-!IQ8ZI$07?*$!Q1,+.'*$!8@@7?)+2+2!$2(!WY8ZW$,D?0?%!Y+@*$!5"=!

8@@7?)+2+2K!#'*'!%?JJ7+'(!DA!X\]01P+$@!E^*7_$2%-!S*$20'KG!\'0)+2<.?20)+12$7+R'(!J7$)'%!#'*'!5"5!

%$)?*$)'(!.1*!T=!,+2!$)!*11,!)',J'*$)?*'!#+)&!LFW!%17?)+12!012)$+2+2@!=G=O`!L#''2-!=GO`!5"H!

FW8-!5!,I!N$N7H!$2(!H!,I!I@N7HG!8.)'*!#$%&+2@-!D+1)+2<012>?@$)'(!aNIb!@F!1*!aBb<5!BBBF!5"T!

@J5H=!#'*'!$(('(!$)!5=-!H!$2(!=G9!c@3,7!+2!)*+J7+0$)'!.1*!5!&1?*!$)!9dN!#+)&!@'2)7'!%&$e+2@G!5"9!

C26'71J'! @7A01J*1)'+2! D+2(+2@! #$%! *'6'$7'(! DA! $! .+2$7! +20?D$)+12! %)'J! #+)&! 87'/$;! 9::<5"O!

%)*'J)$6+(+2! EFP! F+1%0+'20'%-! S*$2e7+2! \$e'%-! YfKG! g2D1?2(! *'$@'2)%! #'*'! *',16'(! DA! $!5"U!

)&1*1?@&! #$%&+2@! %)'J! $2(! .7?1*'%0'20'! #$%! $0h?+*'(! #+)&! $! bBNL^M! i! .7?1*+,')'*! $2(!5"V!

$2$7AR'(!#+)&!)&'!Q'*e+2C7,'*!H=T=!I$2$@'*!%1.)#$*'!EQ'*e+2!C7,'*-!Y1*#$7e-!NLKG!W+,+7$*!5":!

$%%$A%! #'*'! J'*.1*,'(! #+)&! #&17'! +2.'0)+1?%! aNIb! J$*)+07'%! ELF9=C! %)*$+2KG! b+*$7! +2J?)%!5""!

#'*'!21*,$7+R'(!12!)&'!D$%+%!1.!)&'!@'21,'!01JA!2?,D'*%!.1*!'$0&!6+*$7!J*'J$*$)+12!?%'(!H==!

+2! )&+%! %)?(AG! \'0)+2<D1?2(! 6+*?%'%!#'*'! h?$2)+.+'(! DA! hQNM! 12! $! W)'J^2'! Q7?%! $JJ$*$)?%!H=5!

E8JJ7+'(!F+1%A%)',%-!L&'*,1!S+%&'*!W0+'2)+.+0-![$7)&$,-!I8K!$%!('%0*+D'(!'7%'#&'*'!EO9KG!H=H!
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!$#%!

!""#$%&'()*++,-*#'*,&(-,&+'#&'(.%#+/$%.%&'(01(+/$2#-%("3#+.,&($%+,&#&-%($#&!

'()*+,-./.0! 1234567! (809/)(::;:/9! <*+/-.! =>21?@! A9*+! //! BB! 0*! &#&@! ;C(<! A*9! 0D(! 4E'!$#F!

+(/C;9(+(.0!G(9(!H9*<;)(<!/C!<(C)9-,(<!H9(I-*;C:J!=FF?K!4;9A/)(!H:/C+*.!9(C*./.)(!=4E'?!$#B!

(8H(9-+(.0C! G(9(! H(9A*9+(<! *.! /! L-/)*9(! M$##! ;C-.N! /! 2O%! )D-H@! A;.)0-*./:-P(<! /0! F!$#Q!

RST+-.K!409(H3M/)0-.U!=5LV!)*+H/.J?!/.<!0D(.!1234567!>21!G(9(!-++*,-:-P(<!*.!A:*G!)(::C!$#W!

;C-.N!0D(!/+-.(3)*;H:-.N!+(0D*<K!X:*G!)(::!=X)?!"!/.<!%!G(9(!H9(H/9(<!/C!9(A(9(.)(!C;9A/)(K!$#Y!

X)!"!0*!&!G(9(!/)0-I/0(<!G-0D!F#!RS!*A!/!#K$O!>12T!#K#F!O!7Z4!+-80;9(K!VA0(9!0D-C!C0(H@!X)!"!$"#!

0*!&!G(9(!A;.)0-*./:-P(<!G-0D!"Q#!RNT+S!409(H3M/)0-.U@!/.<!0D(.!9(+/-.-.N!/)0-I/0(<!N9*;HC!$""!

-.! /::! )(::C! G(9(! ,:*)[(<! G-0D! W#! RS! "O! (0D/.*:/+-.(K! VA0(9! ,:*)[-.N@! 0D(! A*;9! X)! G(9(!$"$!

09(/0(<!G-0D! F! RS! *A! "#!+O!Z2:! 0*! 9(+*I(!;.CH()-A-)! ,*;.<!H9*0(-.! /.<! F! RS! *A! F#!+O!$"%!

7/\ZT"O!7/2:! 0*!(8H*C(! 0D(! C;9A/)(! 0*! 0D(! 9(N(.(9/0-*.!H9*0*)*:K! X-./::J@! /.! /I(9/N(!*A!$"&!

$%##!']!*A!409(H3M/)0-.U!G/C!-++*,-:-P(<!*.!(/)D!C;9A/)(K!MD-C!H9*)(<;9(!G/C!9(H(/0(<!A*9!$"F!

0D(! A;.)0-*./:-P/0-*.! *A! 1234567! >21! =$&$"! ']?! *.! X)$K! X*9! <-9()0! -.0(9/)0-*.! C0;<-(C@!$"B!

-.)9(/C-.N!Z2O^!NL!)*.)(.09/0-*.C!G(9(!H9(H/9(<!-.!/!9;..-.N!,;AA(9!)*+H*C(<!*A!$F!+O!$"Q!

M9-C!HZ!W@!"F#!+O!7/2:@!&!+O!2/2:$@!#K#F_!E$#!C;9A/)0/.0@!/.<!WF! S!*A!(/)D!C/+H:(!G/C!$"W!

-.`()0(<! *.0*! 0D(! C;9A/) (C;:0-.N! C(.C*9N9/+C!G(9(! 9(A(9(.)(!$"Y!

C;9A/)(!)*99()0(<K!$$#!

MD(! /HH/9(.0! Z2O^! NL! /AA-.-0J! A*9! 0D(! 1234567! >213)*/0(<! C;9A/)(! G/C! <(0(9+-.(<! ,J!$$"!

A-00-.N! 0D(! S/.N+;-9! +*<(:! 0*! 0D(! H:*0C! *A! N:J)*H9*0(-.! ,-.<-.N! 9(CH*.C(C! I(9C;C!$$$!

)*.)(.09/0-*.K!5.!0D-C!C-+H:-A-(<!+*<(:-.N!/HH9*/)D@!G(!)*.C-<(9!0D(!C;9A/)(@!/C!/!GD*:(@!/C!$$%!

,(-.N! 0D(! :-N/.<K! MD;C@! 0D(! <-CC*)-/0-*.! )*.C0/.0! =!"#! *,0/-.(<! 9(A:()0C! 0D(! /AA-.-0J! A*9! 0D(!$$&!

C;9A/)(! /.<!.*0! A*9! -.<-I-<;/:! :()0-.! 9()(H0*9K!Z*G(I(9@! 0D-C!+*<(!*A!+;:0-C-0(! -.0(9/)0-*.!$$F!
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#$%#!&!'()*&+,! -'!+.#',)! %#! %/,! ),&.! -$%,)&+%-#$!0#1,!&%! %/,!+,..! '()*&+,! %/&$!+#$'-1,)-$2!&!334!

'%#-+/-#0,%)-+!-$%,)&+%-#$!5-%/!&!.,+%-$!),+,6%#)7!!338!

!339!

!"#$"%&'()*$'+&+),#"#'33:!

;<(&.!&0#($%'!=>??!@2A!#*!($%),&%,1!#)!%),&%,1!BCDE!2F!5,),!.#&1,1!#$!&!GH3?I!2)&1-,$%!3>?!

2,.!=F-#HJ&1!K&L#)&%#)-,'M!B,)+(.,'M!CNA7!N*%,)!',6&)&%-#$!LO!,.,+%)#6/#),'-'M!6)#%,-$'!5,),!3>"!

%)&$'*,)),1! #$%#! &! $-%)#+,..(.#',!0,0L)&$,!5/-+/!5&'! '(L',<(,$%.O! '&%()&%,1! -$! PI!5QR!3>3!

$#$*&%!1)O!0-.S!!"T!UFVM!?7"I!U5,,$
W
!3?7!XR,)$-2/%!-$+(L&%-#$!&%!GYC!5-%/!&$!&$%-HBCDE!2F!3>>!

6NL! =?7"@2Q0.! V-$#! F-#.#2-+&.! Z$+7M! C/-$&A! #)! 5-%/! L-#%-$H+#$[(2&%,1! C#$NM! \]N! #)! ^_N!3>G!

=^,&$(%!N22.(%-$-$`!&..! *)#0!V-20&!N.1)-+/A! -$!"T!UFVM!?7"I!U5,,$
W
! 3?! *#..#5,1!LO!&!BJ^H3>P!

+#$[(2&%,1! '%),6%&R-1-$! #)! &$%-H)&LL-%! &$%-L#1O! =a&+S'#$! Z00($#),',&)+/! ;()#6,! K%1M! bcA!3>4!

5,),! 6,)*#)0,1! %#! ),R,&.! BCDE! 2F! &$1! -%'! 0#.,+(.&)! 5,-2/%! &.%,)&%-#$'! LO! ,$dO0&%-+!3>8!

%),&%0,$%'7!U/,!V(6,)V-2$&.!\,'%!^-+#!+/,0-.(0-$,'+,$%!'(L'%)&%,!5&'!(',1!*#)!BCDE!2F!3>9!

1,%,+%-#$!=U/,)0#!e-'/,)!V+-,$%-*-+M!\&.%/&0M!DNA7!3>:!

!3G?!

-$+$.#$./+)'+&+),#.#!3G"!

V%&%-'%-+&.!%,'%'!5,),!6,)*#)0,1!('-$2!%/,!])&6/^&1!^)-'0!P7?!'#*%5&),!=])&6/^&1!V#*%5&),!3G3!

Z$+7M! K&! a#..&M! CNM! bVNA7! C#06&)-'#$! #*! ($6&-),1! '&06.,'! 5&'! 6,)*#)0,1! ('-$2! &! $#$H3G>!

6&)&0,%)-+!D&$$H\/-%$,O!)&$S!%,'%!#)!&!#$,H5&O!N_XEN!-$+.(1-$2!&!\,.+/!+#)),+%-#$!&'!&$!3GG!

&.%,)$&%-R,!5/,$!+#06&),1!2)#(6'!/&1!($,<(&.!R&)-&$+,'!=P4A7!"HR&.(,'!L,.#5!#)!,<(&.!%#!3GP!

?7?P!5,),!+#$'-1,),1!&'!'-2$-*-+&$%7'3G4!

' '3G8!
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!"#$%&'()*+,-./+0(1)+2(+2,(3"45(,*6,789,(:7;/89-8+,)*(<(8*7;(+2-8=:2()+0(">!(#$&!

'(!)*(+,-./01!2(3-4/5*65(2!71!89:!5;65!5;(!<=>?!@A!642!5;(!<B?C"!BBBA!@)"#D!,45(*6E5(2!#FD!

G,5;! 5;(! H=C8BIJ! =:H! G,5;! 6! E-3)6*670(! 6KK,4,51! LMFNO! <-G(+(*! G;(5;(*! -5;(*! H=C8BIJ!#F"!

*(@,-4/! )061(2! 6! *-0(! ,4! 5;,/! ,45(*6E5,-4! *(36,4(2! 06*@(01! .4P4-G4O! Q-! /56*5! 6! 2(()(*!#F#!

E;6*6E5(*,R65,-4! -K! 5;(! <=>?! @ASH=C8BIJ! ,45(*6E5,-4T! G(! K,*/5! (/5670,/;(2! E(00! 0,4(/!#FM!

(E5-),E6001!(U)*(//,4@!5;(!G,02!51)(!LG5N!;.364!H=C8BIJ!LVV!"C$D$W!X4,59*-5YAZ![&JJ\]N!-*!#F$!

5G-!2(0(5,-4!3.5645/! *(/)(E5,+(01! 06EP,4@! 5;(!4(EP!*()(65! LVV!"C%D! ,4! K*63(!G,5;!VV!#FMC#FF!

$D$T! 4(EPN!-*!5;(!=:H!LVV!"C#F# N!*(@,-4/!,4!6!/5670(!3644(*O!Q-!K6E,0,565(!H=C8BIJ!#F]!

(U)*(//,-4! 3-4,5-*,4@T! ,5! G6/! (U)*(//(2! 6/! 6! K./,-4! )*-5(,4! G,5;! 5;(! (I^9! 6/! 60*(621!#F_!

2(/E*,7(2!(0/(G;(*(! LFMNO!'(! K,*/5! /;-G(2! 5;65! 600! E(00! 0,4(/!(U)*(//(2! /,3,06*!(I^9!/,@460!#F%!

,45(4/,5,(/!*(K0(E5,4@!+(*1!/,3,06*!63-.45/!-K!K.00C0(4@5;!-*!5*.4E65(2!)*-5(,4/!65!5;(,*!/.*K6E(!#F&!

L^,@.*(! "VNO!'(! E-4K,*3(2! 5;,/! 71! /56,4,4@!G,5;!3V7/! 6@6,4/5! (,5;(*! 5;(! =:H! -*! 5;(! 4(EP!#]D!
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%.)'2#*)'%!PKQR!.&)3%(0)%($'!('!PFKE!$.!S(7'&,!%.)'2#*)'%&7!#)%(&'%2!<@D?!@;BC!M'!%/(2!2%17,?!9DA!

+&!/)0&!2/$+'!%/)%!%/&! *&3%('!7$8)('! (2!%/&!2$*&!#).%!$-!JKLFMNG!.&)3%('5!+(%/!PKQR!5TC!9D@!

H$('%! 81%)%($'2! )*2$! #.$0(7&7! 3$'2(2%&'%! .&21*%2! 2/$+('5! %/)%! 8$2%! *(S&*,! JKLFMNG!9D:!

.&3$5'(4&2! )**! (%2! 0(.)*! *(5)'72?! 8$2%*,! &'0&*$#&! 5*,3$#.$%&('2?! ('! )! 2(8(*).! 8)''&.! 2('3&!9DD!

)8('$! )3(7! .&2(71&2! S'$+'! %$! 7(.&3%*,! ('%&.)3%!+(%/!PMR! 5#I">! <99?! 9@B! $.! PPRLD! 5T! <9AB!9D;!

+&.&!)*2$!('0$*0&7!('!%/&!JKLFMNGUPKQR!5T!('%&.)3%($'C!E/&!2$*&!&O3&#%($'!%$!%/(2!5&'&.)*!9;>!

.1*&!+)2!%/&!R=AIV!81%)'%?!+/(3/!('!$1.!/)'72!%/(2!81%)%($'!('3.&)2&7!)7/&2($'!$-!PKQR!9;I!

5T!2(8(*).*,! %$! %/&!)*.&)7,!7&23.(6&7!)3%(0(%,!$-! %/&!R=AIV!JKLFMNG!81%)'%! %$+).72!PMRLI!9;"!

5#I">! <99BC! E/&2&! $62&.0)%($'2! 2155&2%! %/)%! /(5/*,! 3$'2&.0&7! 8&3/)'(282! $-! JKLFMNG!9;=!

.&3$5'(%($'! 3$1*7! .&21*%! -.$8! %/&! 2&*&3%($'! $-! 0(.)*! 5*,3)'2! -(%%('5! +(%/! %/&! JKLFMNG! KWJ!9;9!

2155&2%('5!&22&'%()*!/$2%!3&**!-1'3%($'2!-$.!%/(2!*&3%('C!E/&!8$2%!#.$6)6*&!&O#*)')%($'!-$.!%/(2!9;A!

.&*(&2!$'!%/&!-)3%!%/)%!JKLFMNG!8)('*,!.&3$5'(4&2!-*&O(6*&!/(5/L8)''$2&!$.!-13$2&L3$'%)('('5!9;@!

215).2! $'! 0(.)*! 5*,3$#.$%&('2! <9"B! %/12! &')6*('5! ('%&.)3%($'! 6&%+&&'! )! '$'L#$*,8$.#/(3!9;:!

*&3%('!)'7!0).($12!*(5)'72C!E/&!.&*)%(0&*,!*$+!)--('(%,!6('7('5!$-!JKLFMNG!8$'$8&.2!%$+).72!9;D!

215).! .&2(71&2! +)2! 2/$+'! %$! 6&! 3$8#&'2)%&7! 6,! %/&! *&3%('! 81*%(8&.(4)%($'! <9>BC!9;;!

M'%&.&2%('5*,?!$1.!.&21*%2!7&8$'2%.)%&7!%/)%!+/&'!%/&!'&3S!.&#&)%!.&5($'!+)2!7&*&%&7!('!JKLA>>!

FMNG! (%2! 6('7('5! %$! PKQR! 5T! +)2! '$%! 7.)8)%(3)**,! )*%&.&7! 3$8#).&7! %$! +%! JKLFMNGC!A>I!
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!

$%&'()*'!+(,-!./-01()+!2(/3!+'(2-4!&'5&!/-6(,71858&!9:;<=>?!:@9+!5%(8-!2-/-!)857%-!&(!AB"!

,)%&1,-/1C-! DEBF! EGH! (&'-/+! ./(014-4! -014-86-! +'(218*! &'5&! ,-,7/58-;7()84! 9:;<=>?!AB#!

:@9+! 7)&! 8(&! &'-! 8-63;/-.-5&;4-%-&-4! %-6&18! 2-/-! +&1%%! 65.57%-! (I! I(/,18*! +,5%%!ABE!

,16/(4(,518+!5&!&'-!6-%%!+)/I56-!+)**-+&18*!&'5&!6%)+&-/-4!9:;<=>?!:@9+!,5J!3--.!5!6-/&518!ABA!

%-0-%!(I!18&-/56&1(8!21&'!%(2;5II181&J!+)*5/!,(1-&1-+!'5/7(/-4!7J!01/5%!*%J6(./(&-18+!DA#HK!L'1+!ABM!

6()%4!7-!/-18I(/6-4!7J!&'-!I56&!&'5&!9:;<=>?!658!7184!(%1*(+566'5/14-+!&'/()*'!&2(!41+&186&!ABN!

18&-/56&1(8!+1&-+!&')+!.(&-8&15%%J!186/-5+18*!5II181&J!I(/!,(8(,-/16!%1*584+!DNBHK!ABO!

$!/-6-8&!+&)4J!/-.(/&-4!&'5&!)8%13-!P<Q;G!(/!RSQF!&'-!P:TQ!*S!25+!'1*'%J!?;*%J6(+J%5&-4!ABU!

21&'! 01/&)5%%J! 5%%! .)&5&10-! ?;*%J6(+J%5&1(8! +1&-+! 7/586'-4! 21&'! *%J658+! 6(//-+.(8418*! &(! 5!AGB!

&(&5%! (I! "#395! 5../(V1,5&-!,(%-6)%5/! 2-1*'&! DGEHK! $441&1(85%! 2(/3! /-%J18*! (8! &'-! 6/J+&5%!AGG!

+&/)6&)/-!(I!P:TQ!*S!5%+(!%-4!&(!&'-!6(86%)+1(8!&'5&!5%,(+&!5%%!.)&5&10-!?;*%J6(+J%5&1(8!+1&-+!AG"!

2-/-! 4-6(/5&-4! 21&'! *%J658+! DMBHK! W)/! 45&5! 5/-! 18! &(&5%! 5*/--,-8&! 21&'! &'-+-! I18418*+K!AG#!

T(/-(0-/F!2-!2-/-!57%-!&(!4-,(8+&/5&-!&'5&!7(&'!&'-!:PW;4-/10-4!+(%)7%-!P:TQ!*S!584!AGE!

&'-! 2'(%-! 01/1(8! 2-/-! 65.57%-! (I! 18&-/56&18*! 21&'! X>$K! ?-0-/&'-%-++F! 41II-/-86-+! 2-/-!AGA!

(7+-/0-4!/-*5/418*!&'-1/!/-+.-6&10-!9<$!718418*!571%1&JK!L'1+!+)**-+&-4!5!.(&-8&15%!715+!4)-!AGM!

&(! &'-! *S! -801/(8,-8&! 1&+-%IF! !"#"! +(%)7%-! (/! 01/1(8;5++(615&-4F! %-5418*! &(! 75/-%J! 41+&186&!AGN!

*%J6(+J%5&1(8! ./(I1%-+! 584Y(/! +&-/16! '184/586-! &')+! ./-0-8&18*! 01/1(8;5++(615&-4! *S! I/(,!AGO!

6(,.%-V18*!21&'!+(,-!%-6&18+K!P-/-F!2-!.)/+)-4!&'-!Z)5%1&5&10-!585%J+1+!(I!P:TQ!*S;7-5/18*!AGU!

?;*%J658+! 7J! +'(218*! &'5&! &'-J! 2-/-! ,(+&%J! 6(8+&1&)&-4! 7J! '1*';,588(+-! /-+14)-+! 18!A"B!

566(/4586-!21&'! &'-1/! 7-'501(/! &(25/4+! 9:;<=>?! (/! :(8$K! =8&-/-+&18*%JF! 01/1(8+!2-/-! 5%+(!A"G!

+&/(8*%J! 57%-! &(! 18&-/56&! 21&'! 9:;<=>?! +)**-+&18*! &'5&! '1*';,588(+-! /-+14)-+! 4-6(/5&18*!A""!

P:TQ!*S!,1*'&!4-I181&-%J!.%5J!5!./(,18-8&!/(%-!18!&'-!01/5%!5&&56',-8&!5+!5%/-54J!./(.(+-4!A"#!

7J!()/!&-5,!D#AHK!X-!/-.(/&-4!'-/-!&'5&!)8%13-!/-6(,71858&!P:TQ!*SF!-8&1/-!01/5%!.5/&16%-+!A"E!
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!

$%&'(! )%!*+,! -&../-)0'.! )12)! 34.5672'-!8/9/! 25-%! :9/-/')! %'! ;090%'-! $&)! '%)! %'! )1/! .<!="=!

.567%:9%)/0'!0)-/5>?!@1/-/!9/-&5)-!8/9/!0'!50'/!80)1!2!9/7/')!9/:%9)!-1%80'.!)12)!AB*C!.<!0-!="D!

)1/! %'56! AB*C! /';/5%:/! .567%:9%)/0'! $/290'.! ;/96! >/8! 34.567%-652)0%'! -0)/-?! B%';/9-/56E!="F!

%)1/9! /';/5%:/!.567%:9%)/0'-! G.A!%9! .HI! %9! ;0925564/'7%(/(!J7 ! 9/7/:)%9-! GKLMME!KLM"!2'(!="N!

OLMMPI! 8/9/! 1/2;056! 34.567%-652)/(! -&::%9)0'.! %&9! >0'(0'.-! GFMI?! ,5)1%&.1! BA3! 7/55-! 29/!="P!

Q'%8'! )%! :9%(&7/! 10.156! -025652)/(! .567%:9%)/0'-! 8/! 8/9/! -&9:90-/(! )%! %$-/9;/! 25R%-)!=ST!

&'(/)/7)2$5/!$0'(0'.!%>!.<!%9!;090%'-!)%!UH,E!-&../-)0'.!2!R0'%9!0';%5;/R/')!%>!-02507!270(-!=SM!

0'! )1/! %;/9255! $0'(0'.! 72:270)6! %>! )1/! ;09&-! /;/'! )1%&.1! )1/6! 277%&')/(! >%9! 2! -&$-)2')025!=S"!

2R%&')!%>!)1/!.5672'-!%'!9/7%R$0'2')!.<!GJ0.&9/!S,!2'(!GF"I?!V'!2'!2))/R:)!)%!(/R%'-)92)/!=SS!

)1/!0R:%9)2'7/!%>!.5672'-!0'!)1/!AB*C!.<WXB4UVYH!0')/927)0%'E!8/!(/.567%-652)/(!.<!80)1!=S#!

;290%&-!.567%-0(2-/-!$/>%9/!2--/--0'.!)1/!2$050)6!%>!)9/2)/(!.<!)%!$0'(!0RR%$050Z/(!XB4UVYH!=S=!

BKX!$6! U+K?![/! -1%8/(! )12)! +HY2-/! )9/2)R/')!82-! &'2$5/! )%! 7%R:5/)/56! 9/R%;/! 255!H4=SD!

.5672'-! %'! .<?! @10-! 82-! 7%'-0-)/')! 80)1! -0R0529! -)&(0/-! %'! AVC4M! .:M"T! GDMI?! B%R:5/)/!=SF!

(/.567%-652)0%'!7%&5(!$/!%'56!%$)20'/(!&-0'.!@J*U!$&)!-&71!(/'2)&90'.!)9/2)R/')!:9/75&(/(!=SN!

&-! )%! 2--/--! )1/! $0'(0'.! %>! )1/! >&556! (/.567%-652)/(! .<! )%! XB4UVYH! $6! U+K! %9! $6! )/-)0'.!=SP!

9/7%R$0'2')!.<!:9%(&7/(! 0'!\?! !"#$?! @10-!:9/;/')/(!2'6!(/>0'0)0;/! 7%'75&-0%'!%'! )10-!:%0')!=#T!

/;/'!)1%&.1!8/!7%&5(!-)2)/!>9%R!%&9!8%9Q!)12)!10.1!R2''%-/47%')20'0'.!H4.5672'-!R2(/!2!=#M!

R2]%9!7%')90$&)0%'!)%!)10-!0')/927)0%'?!=#"!

V'! 2'! 2))/R:)! )%! 712927)/90Z/! )1/! AB*CWXB4UVYH! 0')/927)0%'E! 8/! 5%%Q/(! >%9! $5%7Q0'.!=#S!

2')0$%(0/-! /0)1/9! (09/7)/(! 2.20'-)! )1/! .<! .567%:9%)/0'! %9! XB4UVYH?![/! >09-)! 5%%Q/(! 2)! )1/!=##!

:%--0$050)6! %>! $5%7Q0'.! .<! 0)-/5>?! O-0'.! 2')0$%(0/-! %>! Q'%8'! >0'/! -:/70>070)6E! $%&%! )29./)0'.! 2!=#=!

(/>0'/(! ,X! %>! AB*C!.<E!8/!8/9/! 2$5/! )%! -1%8! )12)! .<! $5%7Q2(/!R0.1)! '%)! $/! )1/!R%-)!=#D!

/>>070/')! 826! )%! $5%7Q! 0)-! 0')/927)0%'! 80)1! XB4UVYH! 25)1%&.1! 8/! 7%&5(! /')09/56! '/&)9250Z/!=#F!
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!

$%&'! ()*+,-.,,./+! 0)/-!&121%,! (/! 34)-.,,.54! 0.6)/67*,(,!8.(9! 3/7:;7/+*7! /)!-/+/;7/+*7!#<=!

*+(.6/>.4,?! ,@AA4,(.+A! (9*(! +4@()*7.B.+A! 43.(/34,! 4C.,(! *+>! (9*(! (94! /54)*77! ,()*(4A:! (/!#<D!

,34;.0.;*77:! 67/;E! $%&'! AF! .,! +454)(9474,,! *! 3)/-.,.+A! *33)/*;9G! H+(4)4,(.+A7:?! !"#$%2##I!

.+04;(./+!67/;E*>4,!-4>.*(4>!6:!(94!*+(.2J12<!K&#2L!-J6!*+>!(/!*! 74,,4)!4C(4+(!(94!*+(.2##L!

J12#! LM"! -J6! 84)4! (94! -/,(! 3)/+/@+;4>! .+! /@)! 4C34).-4+(*7! ,4((.+AG! $/8454)?! !"#$%2##"!

.+04;(./+! .,!*! (8/2,(43!3)/;4,,! .+;7@>.+A!5.)*7!6.+>.+A! (/!1%2KHMN24C3)4,,.+A!;477,! 0/77/84>!##O!

6:! ;7/,4! ;4772(/2;477! ;/+(*;(! *77/8.+A! 5.)*7! ()*+,-.,,./+! 0)/-! (94! $%&'! 7/*>4>! ;477,! (/!##<!

34)-.,,.54!(*)A4(,G!J,!*!;/+,4P@4+;4!84!9*54!+/(!644+!*674!(/!4,(*67.,9!3)4;.,47:!9/8!6/(9!###!

-J6,! 0@+;(./+4>G!N454)(9474,,?!/@)!8/)E! ,()/+A7:!,@AA4,(,! (9*(!-/,(! 7.E47:!J12<?!89.;9! .,!##Q!

(94! -/,(! *6@+>*+(7:! A7:;/,:7*(4>! 3*)(! /0! $%&'! AF?! .+(4)*;(,! 8.(9! 1%2KHMN! 4.(94)! *,! *!##R!

,/7@674! )4;/-6.+*+(! /)! 5.)./+2*,,/;.*(4>! 7.A*+>! SQITG! F*,4>! /+! ,()@;(@)*7! 9/-/7/A.4,! *+>!##=!

0@+;(./+*7!,(@>.4,!$%&'!AF!SL<T!!9*,!644+!*,,.A+4>!(/!(94!;7*,,!HHH!0@,./+!3)/(4.+!0*-.7:!SL#T!##D!

89.;9!.+;7@>4,!$K'2L!SLQT!*+>!UF'!SLRT!AF,!*,!8477!*,!/(94)!39:7/A4+4(.;*77:!>.54)A4+(!5.)*7!#QI!

4+547/34!A7:;/3)/(4.+,!7.E4!(94!84772E+/8+!'K'2M!3)/(4.+!SL=TG!%7*,,!HHH!0@,./+!3)/(4.+,!4C.,(!#QL!

*,!3)42!*+>!3/,(20@,./+!,(*(4,!SROT!*+>!;/+54),./+!0)/-!/+4!(/!(94!/(94)!9*,!644+!,9/8+!(/!#Q"!

/;;@)!@3/+!)4>@;(./+!.+!3$!(9@,!0*;.7.(*(.+A!0@,./+!64(844+!(94!5.)*7!4+547/34!*+>!(94!9/,(!#QO!

;477!37*,-*!-4-6)*+4! SR<TG!F*,4>!/+!(94!3)420@,./+!'K'2M!(9)44!>.-4+,./+*7! ,()@;(@)4?!*!#Q<!

0.),(!-/>47!/0!(94!3)420@,./+!$%&'!AF!8*,!3)/3/,4>!6:!K3.+>74)!*+>!;/774*A@4,!SQ"TG!H+!(9.,!#Q#!

-/>47?! J12<! 8*,! 7/;*(4>! *(! (94! -/,(! 4C(4)+*7! 3*)(! /0! $%&'! AF! ,@AA4,(.+A! (9*(! *! 9@A4!#QQ!

;/+0/)-*(./+*7! ;9*+A4! /;;@),! 64(844+! 3)42! *+>! 3/,(20@,./+! ,(*(4,G! &/)4! )4;4+(7:?! *+!#QR!

474;()/+! ;):/(/-/A)*39:26*,4>! *33)/*;9! 8*,! .-374-4+(4>! (/! ;74*)7:! ,9/8! (9*(!#Q=!

-4-6)*+42*,,/;.*(4>! $K'2L! AF! 4C.,(4>! *,! (8/! >.,(.+;(! ;/+0/)-*(./+,! SLDTG! V94,4! )4,@7(,!#QD!

)43)4,4+(4>!(94!0.),(!>4-/+,()*(./+!/0!(94!;/24C.,(4+;4!/0!3)42!*+>!3/,(20@,./+!$K'2L!AF!/+!#RI!

4C/,/-4,!-.-.;E.+A!(94!5.)*7!4+547/34!4+5.)/+-4+(G!1@4! (/!(94!9.A9!>4A)44!/0!9/-/7/A:!#RL!
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!

$%&'%%(!)*+,-!.(/!)01+!2345! 6&! 64! &%78&6(2! &9!48%:;<.&%!&=.&!&=%! <.&&%>!762=&!$%=.?%!.4!@A"!

&=%! B9>7%>! &=;4! 8>9?6/6(2! 9(%! 89446$<%! %C8<.(.&69(! '=D! 497%! 9B! &=%! .(&6,)01+! 23!@AE!

.(&6$9/6%4!4676<.><D!$<9:F%/!&=%!6(&%>.:&69(!'6&=!G0,*HIJ!%6&=%>!;46(2!&=%!>%:97$6(.(&!894&,@AK!

B;469(! 9>! &=%! ?6>69(,.449:6.&%/! 8>%,! .(/! 894&,B;469(! 23!79<%:;<%4L! H(&%>%4&6(2<D5! &=64! 4&;/D!@A@!

.<49! 8>9?6/%/! .! /64&6(:&! 8>%,B;469(! 4&>;:&;>%! B9>! )*+,-! 23! :978.>%/! &9! &=.&! >%89>&%/! $D!@A#!

*86(/<%>! %&! .<! M#"N5! :=.>.:&%>6O%/! $D! .! 79>%! 8>9&>;/6(2! $;&! 4&6<<! <.&%>.<<D! <9:.&%/! PG,K!@AA!

/97.6(L!Q=%&=%>! &=64! 64! &>;%! B9>!)01+!23! /%4%>?%4! &9! $%! /%79(4&>.&%/L!)9'%?%>5! 6B!'%!@AR!

.44;7%!&=.&!4;:=!.!8>%,B;469(!)01+!23!4&>;:&;>%!.<49!%C64&45!6&!'9;</!8>9?6/%!.!B.6>!8<.&B9>7!@AS!

&9! 6(&%>.:&!'6&=!G0,*HIJ5!9&=%>'64%!F(9'(! &9!$6(/!.&! <%.4&!894&,B;469(!23!$;&!7.D$%!.<49!@RT!

&=%!8>%,B;469(!:9(B9>7%>L!I6?%(! &=.&! &=%!G0,*HIJ!%:&9/97.6(! <%(2&=! 64! 4<62=&<D!/%:>%.4%/!@R-!

;89(!:9(&.:&!'6&=!6&4!:92(.&%!<62.(/4!'%!.<49!8>9894%!&=.&!G0,*HIJ!7.D!8<.D!.!/;.<!>9<%!9B!@R"!

.&&.:=7%(&!>%:%8&9>!.(/!9B!.!:%<<,48%:6B6:!=%<8!B9>!B;469(!MA@NL!@RE!

U>97! &=%! 48%:6B6:! .(&6$9/D,7%/6.&%/! $<9:F./%! %C8%>67%(&4! 8>%4%(&%/! 6(! &=64! 4&;/D5! '%!@RK!

:9;</!4&.&%!&=.&!G0,*HIJ!64!&=%!49<%!>%:%8&9>!B9>!>%:97$6(.(&!)01+!23!9(!1G,G04!.4!'%<<!@R@!

.4!9(!&=%!G0,*HIJ
V
!WSEA!:%<<!<6(%L!*676<.>!%BB6:6%(:D!'.4!.<49!4=9'(!B9>!&=%!!"#$%,6(B%:&69(!9B!@R#!

&=%! X3KTYZ! 4&>.6(!$D!G0,*HIJ
V
!WSEA!:%<<4! 4;22%4&6(2! &=.&! 9(! &=94%!7D%<96/! :%<<45!G0,*HIJ!@RA!

'.4!794&!<6F%<D!&=%!9(<D!?6>69(!>%:%8&9>!9(!&=%!:%<<!4;>B.:%L!X=64!9$4%>?.&69(!'.4!:9(464&%(&!@RR!

'6&=!8>%?69;4!'9>F!4=9'6(2!&=.&!WSEA!:%<<4!/9!(9&!%C8>%44!=62=,7.((94%!48%:6B6:!<%:&6(4!<6F%!@RS!

&=%! 7.((94%! >%:%8&9>! &=.&! :9;</! 6(&%>B%>%! '6&=! G0,*HIJ! B;(:&69(4! MA#NL! )9'%?%>5! 9;>!@ST!

9$4%>?.&69(4!.<49!6(/6:.&%!&=.&!&=%!&>.(4764469(!9B!?.>69;4!)01+!4&>.6(4!$D!1G,G04!'.4!(9&!@S-!

&9&.<<D!678.6>%/!$D!&=%!.(&6,G0,*HIJ!0[G!7P$4!&=9;2=!&=%!(%;&>.<6O6(2!.:&6?6&D!B9>!794&!9B!@S"!
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g">" #2+B8+,)+72+72(B,6%(,+

La gB a été décrit dans la littérature comme interagissant avec DC-SIGN mais aucune étude n’a mis 

en évidence l’interaction entre la gB et la langerine. 

En complément des résultats publiés pour DC-SIGN, la gB est également testée sur une surface 

fonctionalisée par la langerine. L’affinité de la gB est évaluée par un modèle cinétique. Les courbes 

de modélisations sont représentées dans la Figure 8.1 pour la gB naturelle, la gB traitée à la 

neuraminidase, à la mannosidase et à la PNGase. 

 
Figure 8.1: Sensorgrammes et courbes de modélisations par un modèle cinétique 

Sensorgramme et courbe de modélisation de l’interaction d’une surface langerine avec : A) la gB glycosylée, B) la gB 
traitée à la neuraminidase, C) la gB traitée à la mannosidase, D) la gB traitée par la PNGase. 
 

En comparant les affinités de la gB avec la surface orientée DC-SIGN, les KD app de la gB pour une 

surface langerine sont similaires, de l’ordre du nanomolaire et sub-nanomolaire. Les 

résultats montrent clairement que la gB est également reconnue par la langerine. De plus, l’impact 

des  dé-glycosylations subis par la gB montre la même tendance de diminution de l’affinité pour DC-

SIGN et la langerine (Figure 8.2). Les deux lectines sont capables de reconnaître les mêmes 

glycosylations. 



8. Etude de l‘affinité de la glycoprotéine B avec les lectines 

266 266 

 
Figure 8.2: Histogrammes des KD app des différentes gB pour les surfaces DC-SIGN et langerine 

 

Les valeurs des KD app obtenues pour la surface langerine montre que même dans le cas d’un 

traitement de déglycosylation drastique avec la PNGase, la reconnaissance reste très forte. Il 

semblerait que la déglycosylation ne soit pas totale à la surface de la gB (comme mentionnée dans la 

publication n°5). 
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+

h" F6/3'.)%/(+,)+.262.)*6%12)%/(+E%/.9%&%;',+3J'(,+

(/'D,77,+7,.)%(,+3,+)40,:G+Y+HGQ?++

Après avoir étudié des ligands artificiels et naturels pour DC-SIGN et la langerine, l’étude se porte à 

présent sur le dévellopement d’une nouvelle lectine encore inédite dans le laboratoire nommé DCIR. 

Avant de dévelloper des ligands spécifiques pour cette lectine, des travaux de productions et de 

caractérisations de DCIR sont nécessaires.  

h"!" A)62)*B%,1+3,1+3%==*6,(),1+./(1)6'.)%/(1+

Cinq constructions différentes ont été envisagées pour la production recombinante de cette lectine. 

Les objectifs de ces constructions sont basés sur différentes stratégies mentionnées ci-dessous: 

Cibler le compartiment cytoplasmique: Actuellement, l’ensemble des protéines produites dans 

notre laboratoire est surexprimé dans des corps d’inclusions insolubles cytoplasmiques à cause de la 

la présence de ponts disulfures. DC-SIGN CRD, DC-SIGN ECD [158] et la langerine ECD [159] 

sont surexprimés dans des corps d’inclusions qui sont par la suite lavés et solubilisés. La renaturation 

des protéines est alors faite. Le rendement obtenu est très convenable, de l’ordre de la vingtaine de 

mg par litre de culture. Cependant, il est possible de retrouver plusieurs espèces en solutions 

provenant de différents repliements protéiques plus ou moins stables. Leur fonctionnalité est testée 

par purification sur colonne d’affinité (mannose pour DC-SIGN et la langerine) et par SPR.  

Cibler le compartiment périplasmique: Ce compartiement est un milieu réducteur favorable à la 

formation des ponts disulfures. L’adressage est facilité grâce à un peptide signal de la protéine ompA 

(outer membrane protein) qui est destiné à la membrane externe des cellules [192] utilisant la 

machinerie post traductionnelle SEC (SecB-dependent) des bactéries E. coli. Les protéines 

surexprimées, dans ce compartiment restreint, sont repliés et présentes en quantité limitée (de l’ordre 

du microgramme au milligramme par litre de culture). Ce mode d'adressage a été valable pour la 

langerine CRD [101]. 

La présence de l’étiquette StrepTagII. Cette étiquette facilite la purification des lectines CRD due 

à leur faible accroche (pour certaines lectines) sur les colonnes d’affinités. La purification est faite 

sur des colonnes de StrepTactine. De plus, cette construction a été utilisée avant le début de ma thèse 

comme outil en SPR. En effet, DC-SIGN S-ECD est fonctionnalisé sur des puces SPR préalablement 
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greffé avec de la StrepTactine par couplage amine. L’étiquette est utilisée, dans ce cas, comme point 

d’accroche pour obtenir des surfaces SPR fonctionnalisées par DC-SIGN S-ECD. 

Ainsi, plusieurs constructions sont réalisées et présentées ci-dessous : 

- ompADCIR S-CRD code pour la séquence de 113 à 237 acides aminés de DCIR (Figure 9.1). Du 

coté N-terminal, la construction commence avec une étiquette d’adressage (ompA) vers le 

périplasme, un espaceur, une étiquette StrepTagII, un site de coupure au facteur Xa et la séquence 

correspondante du domaine CRD de DCIR. 

- DCIR S-CRD code également pour la séquence de 113 à 237 acides aminés de DCIR. Du coté 

N-terminal est présent une étiquette StrepTagII, un site de coupure au facteur Xa et la séquence 

codante pour DCIR CRD. 

- ompADCIR S-ECD présente la même construction que son homologue ompADCIR S-CRD  avec 

une séquence de DCIR allant de l’acide aminée 69 à 237 correspondant à l’ensemble du domaine 

extra-cellulaire.  

- DCIR S-ECD possède une construction identique à DCIR S-CRD avec une séquence codante pour 

DCIR de 69 à 237 acides aminés. 

- DCIR ECD code pour la séquence extracellulaire de DCIR sans étiquette d’adressage ou d'étiquette 

de purification. Repris sur le même modèle que la production de DC-SIGN ECD ou la langerine 

ECD, l’idée est de purifier sur une colonne d’affinité aux sucres. Le détail de chaque construction est 

présenté dans l’annexe n°1. 

 

 

Figure 9.1: Les différentes constructions envisagées à partir de la séquence naturelle de DCIR. 
Le fragment bleu, vert, rouge, orange et violet code respectivement pour la séquence correspondante au domaine de 
reconnaissance des sucres (CRD), le domaine Neck, le site de clivage pour le facteur Xa, l’étiquette StrepTagII et 
l’étiquette d’adressage OmpA. TM= transmembranaire, aa= acide aminé. 
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9.2. T*(*62)%/(+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+A:G?H+,)+HGQ?+A:XGH 

h">"!" G/(1)6'.)%/(1+HGQ?+A:G?H+,)+HGQ?+A:XGH+2D,.+0LAic-+0L1if`-+

0XP>\+,)+0XPK\E+

 

Les séquences ADNc de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD ont été amplifiées par PCR.  

Les plasmides de destinations et les produits PCR amplifiés sont représentés sur la Figure 9.2. 

 

Figure 9.2: Génération des inserts DCIR S-CRD et DCIR E-ECD (A), avant ligation avec les 
plasmides correspondants 

A) Gel d'agarose avec les ADNc amplifiés: (1) DCIR S-CRD, (2) DCIR S-ECD (pour pASK6 et pASK7+), (3) DCIR 
S-ECD (pour pET20 et pET30b). B. Gel d'agarose des plasmides  (1) pASK6, (2) pASK7+, (3) pET20, (4) pET30b. 
 

Les vecteurs sont digérés au niveau du site de restriction BsaI pour les pASK6 et paSK7+ ou 

NdeI/XhoI pour les pET20b et pET30. Les inserts correspondants sont digérés au niveau des mêmes 

sites de restrictions. Pour finir, la ligation est vérifiée par PCR par amplification des inserts. Les 

résultats sont illustrés dans la Figure 9.3. Les clones sélectionnés, vérifiés par séquençage, sont 

corrects.  

 

Figure 9.3: Résultats de l'insertion des inserts DCIR S-CRD ou DCIR S-ECD dans les plasmides 
correspondants. 

Gel d'agarose des ADNc amplifiés codant pour les inserts DCIR S-CRD et DCIR S-ECD. 4 clones, numéroté de (1) à (4), 
pour chaque construction, ont été sélectionnés et amplifiés par PCR. La flèche rouge indique le clone sélectionné et validé 
par séquençage. La flèche blanche correspond au contrôle négatif (plasmide sans insert).  
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h">">" P,1)+3,+1'6,<06,11%/(1+3,1+3%==*6,(),1+./(1)6'.)%/(1+

La production de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD recombinante est testée dans des souches BL21 

d'E. coli. La localisation de la surexpression de DCIR est identifiée en préparant des échantillons des 

extraits bruts, des corps d'inclusions (culot après lyse mécanique des cellules) et du 

cytoplasme/périplasme (surnageant après lyse mécanique des cellules). Les résultats sont observés 

sur la Figure 9.4.  

 

Figure 9.4: Résultats de la surexpression de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD 
Gel SDS-PAGE des surexpressions de DCIR S-CRD (16 kDa) et DCIR S-ECD (21 kDa). Les notations I- et I+ 
correspondent respectivement à l'échantillon avant induction et après induction. L'échantillon est ensuite centrifugé après 
lyse mécanique. Le culot (c) et le surnageant (s) sont déposés sur gel.  

 

L'ensemble des surexpressions de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD (excepté DCIR S-ECD pET20) est 

excellent. En effet, la quantité de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD, exprimée sous forme agrégée, dans 

les corps d'inclusions est très importante. En revanche, la construction DCIR S-CRD pASK6, 

possédant une étiquette d'adressage au périplasme (OmpA), semble montrer la surexpression de deux 

composantes. D'après la Figure 9.4, la différenciation de ces deux bandes est interprétée par le 

clivage (bande du bas) ou non (bande du haut) de l'étiquette d'adressage. Il s'avère que la forme 

clivée est retrouvée à la fois dans la fraction insoluble et la fraction soluble de l'échantillon. Nous 

pouvons conclure que cette construction est capable de produire sous forme soluble DCIR S-CRD, en 

faible quantité, dans le périplasme après clivage de la séquence OmpA. Ces observations sont 

retrouvées également pour la construction DCIR S-ECD pASK6.

 

h">"K" +X<06,11%/(+0*6%0721&%;',+3,+HGQ?+A:G?H+,)+HGQ?+A:XGH+

 

Pour faciliter le protocole de purification des lectines par renaturation de protéine, la piste de 

produire DCIR directement soluble dans le périplasme a été initialement favorisée. Après 

surexpression de DCIR S-CRD pASK6, les bactéries sont lysées et centrifugées (Figure 9.5 A). Le 

surnageant est injecté sur une colonne StrepTactine pour purifier DCIR S-CRD par son étiquette 
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StrepTagII en éluant avec 2.5 mM de desthiobiotine (Figure 9.5B). La quantité de DCIR S-CRD 

purifié obtenu est de 1.9 mg pour 2 litres de cultures. Le rendement est faible pour une production de 

lectines mais un gain de temps et de coût est obtenu pour l'étape de purification.  

Figure 9.5: Surexpression et purification de DCIR S-CRD pASK6 
A. Gel SDS-PAGE de DCIR S-CRD. Les notations I-, I+, c, s et p correspondent à l'échantillon bactérien avant induction, 
après induction, culot après lyse mécanique, surnageant après lyse et pool d’élution sur une colonne StreptTactine. Les 
flèches rouges montrent le pic d’élution DCIR S-CRD sur colonne de Ni2+. 

 

Le même constat est observé pour DCIR S-ECD pASK6 avec un rendement faible (0.6 mg pour deux 

litres de cultures). 

Malgré ce premier résultat encourageant, la production et la purification de DCIR S-CRD et DCIR 

S-ECD sous forme soluble ne se sont pas avérées reproductibles après plusieurs tentatives. Les 

rendements obtenus sont devenus faibles, de l'ordre de la dizaine de microgramme. Il n’a jamais été 

possible de reproduire les rendements obtenus lors de la première purification. La stratégie 

d'expression dans le périplasme a été substituée par la stratégie de renaturation des protéines. 

h">"U" X<06,11%/(+.4)/0721&%;',+3,+HGQ?+A:G?H+,)+HGQ?+A:XGH+

DCIR S-CRD pASK7+ est surexprimé dans les corps d'inclusions du cytoplasme et purifié à partir de 

4 litres de cultures. Les corps d'inclusions sont extraits, lavés, solubilisés et renaturés selon le même 

protocole que DC-SIGN S-CRD décrit dans la thèse de Ieva Sutkeviciute (https://tel.archives-

ouvertes.fr/tel-00819832/document). Puis, DCIR S-CRD est purifié sur une colonne de StrepTactine 

et par chromatographie d'exclusion. Le rendement obtenu est modeste mais acceptable (5 mg). De 

plus, l'homogénéité de l'échantillon n'est pas obtenue à la fin de purification avec une forme 

dimérique dominante pour DCIR S-CRD (Figure 9.6). Des mauvais repliements de la protéine lors de 

la renaturation sont responsables de plusieurs états oligomériques. Le même constat est observé pour 

DCIR S-ECD. 
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Figure 9.6: Analyse par gel SDS-PAGE et spectre ESI-MS de DCIR S-CRD 
A) Gel SDS-PAGE des étapes de purification de DCIR S-CRD. I-, I+ correspondent avant et après induction de DCIR S-
CRD. S1 et S2 sont identifiés respectivement comme le surnageant après lavage des corps d'inclusions à l'urée puis au 
tampon Cacl2. S3 correspond aux corps d'inclusions solubilisés avec 6M de Guanidine-HCl. S4 correspond à l'échantillon 
après renaturation et avant injection sur colonne StrepTactine. p correspond à l'élution de DCIR S-CRD. B) DCIR S-CRD 
purifié est déposé sur un gel SDS-PAGE en condition réductrice (R) et non-réductrice (NR). C) Spectre déconvolué ESI-
MS de DCIR S-CRD.  

 

Malgré ces différents états oligomériques qui peuvent potentiellement être séparés par 

chromatographie d'exclusion et d'affinité, la structure secondaire de DCIR S-CRD et DCIR S-ECD 

est observée par dichroisme circulaire (CD). D'après les spectres CD de la Figure 9.7, les profils de 

DCIR S-CRD et DCIR S-ECD correspondent aux spectres de protéines complètement désordonnées.  

 

Figure 9.7: Spectre CD de DCIR S-CRD (rouge) et DCIR S-ECD (bleu) 
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Pour conclure, DCIR S-CRD et DCIR S-ECD sont renaturés et purifiés sous des formes non 

structurés malgré leurs caractères solubles. Les conditions de renaturations ne sont clairement pas 

adaptées pour cette lectine avec la construction choisie. Les tampons de renaturations de DC-SIGN et 

la langerine étant très similaire, nous nous orientons vers la modification de l’étiquette d’adressage 

au lieu de cribler des tampons de renaturations pour DCIR. La substitution de l'étiquette StrepTagII 

contenant des résidus hydrophobes par une étiquette poly-Histidines peut participer favorablement à 

la renaturation. La génération des constructions et la production de DCIR His-CRD et DCIR 

His-ECD sont présentées dans la partie suivante. 

h"K" T*(*62)%/(+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+R%1:G?H+,)+HGQ?+R%1:XGH+

h"K"!" G/(1)6'.)%/(1+HGQ?+R%1:G?H+,)+HGQ?+R%1:XGH+2D,.+0LAic-+0L1if`+

A partir des constructions déjà existantes, l'ADNc codant pour l'étiquette StrepTagII est substitué par 

une étiquette 6-Histidines. Les constructions sont vérifiées par séquençage. 

h"K">" P,1)+3,+1'6,<06,11%/(1+3,1+3%==*6,(),1+./(1)6'.)%/(1+

La production de DCIR His-CRD et DCIR His-ECD recombinant est testée dans des souches BL21 

d'E. coli. La localisation de la surexpression de DCIR est identifiée sur la Figure 9.8. A l'inverse de la 

construction DCIR S-CRD pASK6, les deux versions (avec ou sans l'étiquette OmpA de DCIR His-

CRD) sont majoritairement retrouvées sous forme insoluble dans le cytoplasme. Un Western Blot 

révélant l'étiquette poly-Histidine des protéines montre la présence de l'étiquette polyHistidine 

majoritairement dans la fraction insoluble (culot) et seulement des traces de DCIR His-CRD soluble 

sont retrouvées dans le surnageant (résultat non montré). La piste de la renaturation de DCIR est 

donc privilégiée avec une excellente surexpression observée pour DCIR His-ECD (Figure 9.8). 

 

Figure 9.8: Test de surexpression de DCIR His-CRD et DCIR His-ECD.  
Gel SDS-PAGE de la surexpression de DCIR His-CRD et DCIR His-ECD. I-,I+, c et s correspondent respectivement à 
l'échantillon avant induction, après induction, le culot et le surnageant après lyse mécanique des cellules. Les flèches rouges 
identifient les surexpressions de DCIR His-CRD ou DCIR His-ECD observés. 
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h"K"K" X<06,11%/(+.4)/0721&%;',+3,+HGQ?+R%1:G?H+,)+HGQ?+R%1:XGH+

DCIR His-CRD pASK7+ est surexprimé dans les corps d'inclusions du cytoplasme et purifié à partir 

d'un litre de culture. Les corps d'inclusions sont extraits, lavés, solubilisés et renaturés selon le même 

protocole que DC-SIGN S-CRD. Lors de la renaturation, moins de précipités sont observés 

permettant d’obtenir 80 mg d'échantillons protéiques. DCIR est ensuite purifié sur une colonne de 

StrepTactine et par chromatographie d'exclusion S75. Le rendement obtenu est de 19 mg pour DCIR 

His-CRD. La même procédure est effectuée pour DCIR His-ECD et 22 mg sont obtenus en fin de 

purification.  

Le repliement est vérifié par CD (Figure 9.9). DCIR His-CRD possède un profil de protéine avec une 

structure en feuillet β, très similaire à la signature spectrale de la langerine CRD [99].  

 

Figure 9.9: Spectre CD de DCIR His-CRD (bleu) et DCIR His-ECD (rouge) 

 

Concernant DCIR His-ECD, la forme prédominante est en structure feuillet β. Cette structure en 

feuillet n'est pas retrouvée pour les domaines ECD de la langerine et de DC-SIGN qui possèdent un 

spectre en hélice α typique du domaine "coiled-coil". 

h"K"U" +X112%1+3,+.7%D2B,1+3,+HGQ?+R%1:G?H+,)+HGQ?+R%1:XGH+

Après l'obtention d'un échantillon homogène et propre de DCIR His-CRD et DCIR His-ECD, l'étape 

suivante consiste à éliminer l'étiquette poly-Histidine de DCIR CRD et DCIR ECD en clivant au 

niveau du site du clivage par le facteur Xa. L'une des finalités de ce clivage est de faire de la 

cristallogenèse. Après plusieurs tentatives et contrôles positifs, il s'avère que le clivage de DCIR 

His-CRD n'est pas possible, dû probablement à sa structure globulaire qui rend le site de clivage 

difficile d'accès. DCIR His-ECD, quant à lui, se clive totalement sur la nuit à température ambiante. 

Ceci est expliqué par le fait que l'étiquette 6-Histidines est localisée à l'extrémité du domaine Neck, 

plus facile d'accès pour le facteur Xa. 
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Figure 9.10: Test de différentes conditions de clivage pour DCIR His-CRD et DCIR His-ECD 
A) Gel SDS-PAGE de DCIR His-CRD clivé selon les conditions recommandé par l'industriel: (1X) au temps 0 H, 4 H, 8 H 
et overnight (ov). 2X correspond au double de quantité de Xa recommandé par l'industriel. B) Western-Blot du clivage de 
DCIR His-CRD avec 10 fois plus de quantité de Xa dans l'échantillon, prélevé à temps 0 H et overnight (ov). C.) Gel SDS-
PAGE du clivage 10X de DC-SIGN S-ECD, DC-SIGN His-CRD et DC-SIGN His-ECD. Les flèches rouges représentent 
les lectines totalement clivées. 
 

Afin de rendre accessible le site de clivage pour le facteur Xa, la stratégie employée est d'étendre le 

coté N-terminal de DCIR. Une séquence de 3 glycines (GGG) est ajoutée en amont de la séquence de 

DCIR et en aval du site de coupure du facteur Xa. Cette addition est faite sur les deux constructions 

DCIR His-CRD et DCIR His-ECD. 

h"U" T*(*62)%/(+3,1+./(1)6'.)%/(1+HGQ?+R%1:TTT:G?H+,)+HGQ?+R%1:

TTT:XGH+

L'insertion de 3 glycines a une double fonction: favoriser le clivage de l'étiquette poly-Histidines 

mais également ces 3 acides aminés sont indispensable pour la biotinylation spécifique de DCIR 

(partie 9.7).  

h"U"!" G/(1)6'.)%/(+HGQ?+R%1:TTT:G?H+,)+HGQ?+R%1:TTT:XGH+2D,.+

0LAif`+

L'insertion de l'ADNc codant pour 3 glycines a été réalisée par mutagénèse dirigée. Tout d'abord, 

DCIR His-CRD et DCIR His-ECD sont amplifiés par PCR en utilisant des amorces s'hybridant avec 

les séquences codantes pour l'étiquette poly-Histidines et le début de la séquence de DCIR. Puis, les 

colonies produites à partir des produits PCR sont sélectionnées. Les clones choisis ont incorporé la 

séquence d’intêret.  
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h"U">" X<06,11%/(+3,+HGQ?+R%1:TTT:G?H+,)+0'6%=%.2)%/(+

Deux litres de cultures sont produits et purifiés selon le même protocole que DCIR His-CRD. Le 

niveau de surexpression est élevé (Figure 9.11A). 65 mg de protéines obtenues après renaturation 

sont injectés, dans un premier temps, sur une colonne Histrap. L'élution est effectué avec 500 mM 

imidazole (Figure 9.11B) et 42 mg de protéine sont obtenues. L'échantillon possède encore de 

nombreux contaminants (Figure 9.11A), une étape de purification par chromatographie d'exclusion 

S75. Cependant, un changement de tampon (calcium remplacé par de l'EDTA) est requis pour 

empêcher DCIR d'interagir avec le dextran de la matrice.  

 

Figure 9.11: Analyse de l'étape de purification sur colonne de Ni2+ de DCIR His-GGG-CRD 
A) Gel SDS-PAGE de la surexpression de DCIR His-GGG-CRD (I- : avant induction, I+ : après induction) et de l'étape de 
purification (i: échantillon avant injection, les fractions (F) déposés sur gel correspondent aux fractions du 
chromatogramme B) Les flèches rouges correspondent à DCIR His-GGG-CRD. B. Pic d'élution des protéines  à 500 mM 
d'imidazole.  

 

Ensuite, une étape de purification est ajoutée avec une colonne d'affinité pour permettre d'isoler les 

protéines fonctionnelles. DCIR est injecté sur une colonne de mannose (Superose12) mais aucun 

retard de pic d’élution ou de liaison sur la colonne n’est observé. L'affinité de DCIR pour les 

polymères de mannose s’avère être très faible.  

La stratégie utilisée pour contrebalancer cette très faible affinité est d'utiliser la superdex75 comme la 

combinaison d'une colonne de chromatographie d'exclusion et d'affinité. Le tampon utilisé ne 

contient pas d’EDTA, ce qui favorise l’interaction de la lectine avec la matrice. 

DCIR His-GGG-CRD est injecté sur une colonne Superdex75 avec un tampon CaCl2. 
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Figure 9.12: Analyse de l'étape de chromatographie d'exclusion de DCIR His-GGG-CRD 
A) Gel SDS-PAGE de la purification par chromatographie d'exclusion (i: échantillon avant injection, les fractions (F) 
déposés sur gel correspondent aux fractions du chromatogramme B. Les flèches rouges correpsondent à DCIR His-GGG-
CRD fonctionnelles. B) Chromatogramme de DCIR His-GGG-CRD avec un pic d'élution à 104 mL. 
 

Un pic d'élution à 104 mL et un épaulement à 96 mL sont observés. Le pic majoritaire correspond à 

DCIR fonctionnel et l’épaulement à DCIR non fonctionnel ou mal replié. La quantité de DCIR 

His-GGG-CRD purifié et fonctionnel est de 26 mg à partir de deux litres de cultures. 

h"U"K" +X<06,11%/(+3,+HGQ?+R%1:TTT:XGH+,)+0'6%=%.2)%/(+

Deux litres de cultures sont produits et purifiés comme DCIR His-GGG-ECD. 72 mg de protéines 

obtenu après renaturation sont injectés, dans un premier temps, sur une colonne Histrap. L'élution est 

effectué avec 500 mM imidazole (Figure 9.13A) et 38 mg de protéine sont obtenus. L'échantillon 

protéique est dilué pour obtenir une concentration finale en imidazole de 125 mM. DCIR 

His-GGG-ECD est injecté sur une colonne Superdex75 avec un tampon CaCl2 (Figure 9.13 B).  

 

Figure 9.13: Chromatogramme de la purification de DCIR His-GGG-ECD 
A) Chromatogramme de DCIR His-GGG-ECD sur colonne de Ni2+ avec une élution à 500 mM imidazole. B) 
Chromatogramme de DCIR His-GGG-ECD par chromatographie d'exclusion avec un pic d'élution à 94 mL (flèche rouge). 



9. Production et caractérisation biochimique d’une nouvelle lectine de type-C : DCIR 

278 278 

Généralement, la production de lectines recombinantes peut être améliorée surtout à l’étape de 

renaturation des protéines. Dans ce cas précis, le tampon est adéquat pour le bon repliement des 

protéines. L'utilisation de la chromatographie d'exclusion comme séparateur de taille mais également 

de protéines fonctionnelles est un bon outil pour optimiser les étapes de purifications sans perdre de 

matériel protéique. 

De plus, la non-accroche de DCIR sur une colonne d'affinité de mannose ou de N-acetylglucosamine, 

peut signifier que la protéine possède une affinité pour les sucres extrêmement faibles pour observer 

un retard ou soit que les polymères d'oligosaccharides immobilisés sur les colonnes ne sont pas 

reconnus par DCIR. 

Après l’obtention d’un échantillon protéique homogène et stable, des investigations se sont portées 

sur la caractérisation structurale de DCIR. 

9.5. G262.)*6%12)%/(+ 1)6'.)'627,+ 3,+ HGQ?+ R%1:TTT:G?H+ ,)+ HGQ?+

R%1:TTT:XGH 

Les CRDs des lectines sont connues pour avoir une liaison faible aux sucres monovalents, de l'ordre 

du millimolaire. Cependant, la présentation multiple des CRD dû à l'état oligomérique des lectines 

augmente et renforce cette interaction. 

Dans un premier temps, plusieurs techniques biophysiques seront utilisées pour déterminer l’état 

oligomérique de DCIR ECD, encore non décrit dans la littérature. 

h"W"!" X<0*6%,(.,1+3,+AXG:IL#A+

La technique SEC-MALS est une technique non destructive permettant d'analyser DCIR en solution 

en condition native. Les données obtenues nous informent sur le poids moléculaire des complexes 

macromoléculaires formés en solution. Les échantillons, d'après le profil d'élution, sont homogènes 

(Figure 9.14). Des traces de contaminants sont observées pour DCIR His-GGG-CRD en amont du 

pic d'élution. Le signal obtenu pour chaque pic est très stable et conduit aux valeurs suivantes: 

MMexperimental DCIR His-GGG-CRD = 17.07  ± 0.34 kDa 

MMexperimental DCIR His-GGG-ECD = 38.74  ± 3.48 kDa 



9. Production et caractérisation biochimique d’une nouvelle lectine de type-C : DCIR 

279 279 

 

Figure 9.14: Structure quaternaire de DCIR analysé par SEC-MALS 
 

Les résultats obtenus montrent clairement que DCIR His-GGG-CRD est un monomère (MMtheorique=

16.9 kDa). Et fait interessant, DCIR His-GGG-ECD ne correspond pas à un monomère mais plutôt à 

un dimère (MMtheorique mono= 21.4 kDa, MMtheorique dimer= 42.8 kDa). Le résultat obtenu sur l'état 

oligomérique de DCIR His-GGG-ECD est également contrôlé par ultracentrifugation analytique. 

h"W">" X<0*6%,(.,+3J'7)62.,()6%='B2)%/(+2(274)%;',+

La structure quaternaire de DCIR His-GGG-ECD est également analysée par ultracentrifugation 

analytique afin d'observer l'état d'oligomérique en solution de DCIR His-GGG-ECD en fonction de 

sa concentration (Figure 9.15).  

Dans un premier temps, DCIR His-GGG-CRD est analysée. Ce dernier est monomérique (coefficient 

de sédimentation S= 2) et possède une structure globulaire compacte. En ce qui concerne DCIR 

His-GGG-ECD, l'état dimérique est retrouvé à faible (1 mg/mL) et à forte concentration (8 mg/mL) 

avec un S= 3. Le poids moléculaire estimé est de 41.7 ± 7 kDa, en accord avec un dimère de DCIR 

His-GGG-ECD. 

Aucune dissociation ou équilibre de différents états oligomériques en solution de DCIR His-GGG-

ECD est observé. De plus, une forme allongée a été caractérisée pour l'ECD avec un f/fmin de 1.47. 
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Figure 9.15: Détermination de l'état oligomérique de DCIR His-GGG-ECD  
 

L'état oligomérique de DCIR en solution est validé par ces deux techniques l'AUC et le SEC-MALS. 

Pour compléter cette caractérisation, l'enveloppe à basse résolution de DCIR a été faite pour apporter 

des informations supplémentaires sur le mode d'oligomérisation de DCIR et l'orientation des ces 

CRDs. 

h"W"K" X(D,7/00,+Z+E211,+6*1/7')%/(+3,+HGQ?+XGH++

La génération d’une enveloppe à basse résolution, par SAXS, permet de caractériser au mieux la 

forme et la structure quaternaire de DCIR. En complément des informations décrites précédemment, 

cette technique nous informe sur le mode de présentation dans l’espace des CRDs.  

Une enveloppe à basse résolution a été obtenue pour DCIR His-GGG-ECD à partir de la courbe de 

diffusion expérimentale de DCIR His-GGG-ECD (Figure 9.16B). L’ensemble des données 

expérimentales est répertorié dans l’annexe n°3.  

La modélisation de la courbe de diffusion expérimentale par le modèle proposé de DCIR His-GGG-

ECD est correcte avec un χ2 égal à 2.5 mais le modèle théorique peut être encore optimisé pour 

obtenir une superposition complète de la courbe expérimentale avec la courbe théorique. 

Plusieurs modèles Ab-initio ont déjà été générés à partir de ce modèle, comme illustrés sur la Figure 

9.16C.  

Les enveloppes modélisées ont confirmé la présence d’une symétrie P2 au niveau du domaine Neck 

comme proposée pour le modèle de DCIR His-GGG-ECD, obtenu de manière indépendante par le 

logiciel Phyre (Figure 9.16B, encart).  
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Figure 9.16: Courbe de distribution (P(R)) (A), de diffusion (B) et modèles Ab-initio de DCIR 
His-GGG-ECD (C) 

A) Fonction de distribution des distances intramoléculaires (P(R)) obtenue à partir de la transformation de Fourier du profil 
de diffusion I(q), visualisé sur la Figure B). Les courbes de couleur rouge et noire correspondent respectivement aux 
courbes de diffusions expérimentales et théoriques. C) Représentation de 3 modèles Ab-initio générés par DAMMIF 

 

De plus, après la génération de plusieurs modèles Ab-initio, il semblerait que chaque unité globulaire 

CRD présente une excroissance à chaque extrémité de l’enveloppe SAXS. Ces appendices pourraient 

correspondre aux boucles mobiles du CRD orientées vers ces extensions et visibles sur la Figure 

9.17.  

 

Figure 9.17: Superposition de l’enveloppe SAXS et du modèle théorique DCIR His-GGG-ECD 
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Les données structurales obtenues confirment l’état dimérique de DCIR. A présent, les investigations 

se portent sur la fonctionnalité de DCIR et sa reconnaissance pour certains ligands saccharidiques. 

9.6. G262.)*6%12)%/(+ =/(.)%/((,77,+ 3,+ HGQ?+ R%1:TTT:G?H+ ,)+ HGQ?+

R%1:TTT:XGH 

h"c"!" A0*.%=%.%)*+3,+7%B2(31+

DCIR appartient à la famille des lectines de type-C encore peu caractérisé en terme de 

reconnaissance de ligands. D'après Bloem et al. [124], DCIR est capable d'interagir avec les 

glycoprotéines suivantes: gp120, gp140, BSA-mannotriose (BSA-Man) et le 3'-Sulfo-LewisA-BSA 

(3'-S-LeA-BSA) mais ces affinités sont faibles par rapport à DC-SIGN. 

Afin d’évaluer l’affinité de DCIR pour certains de ces ligands, DCIR est testée par SPR sur des 

surfaces fonctionalisées par des glycoprotéines.  

La BSA-Man, mimant l'extrémité terminale glycosidique de gp120, est fonctionnalisé sur une surface 

SPR. A concentration égale, DC-SIGN ECD, la langerine ECD et DCIR His-GGG-ECD sont injectés 

sur la surface. Dans les résultats présentés, DCIR His-GGG-ECD est nommé DCIR ECD pour plus 

de lisibilité. 

Les sensorgrammes obtenus sont présentés dans la Figure 9.18. Les réponses obtenues, après 

soustraction de la piste de référence (BSA), montre un signal dépassant 1000 RU pour DC-SIGN 

ECD et la langerine ECD. En revanche, DCIR ECD a un signal 80 à 100 fois plus faible que les deux 

autres lectines. La titration de DCIR ECD atteint difficilement un signal de 255 RU à 200 µM 

(Figure 9.18D).  

Clairement, DCIR ECD montre une reconnaissance pour la BSA-Man mais l'affinité est très faible 

(KD non estimé). Cependant, la fonctionnalité de DCIR recombinant est confirmée. 
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Figure 9.18: Titration de DC-SIGN ECD (A), de la langerine ECD (B) et  de DCIR ECD (C) (D) sur 
la surface BSA-Man. 

 

Deux autres ligands-BSA sont fonctionnalisés sur les surfaces: 3'-S-LeA-BSA et LeA-BSA. Le 

premier est répertorié comme ligand pour DCIR. Le second est testé afin de comprendre l'implication 

du sulfate dans l'interaction du ligand avec cette lectine. D'après les sensorgrammes obtenus (Figure 

9.19), DCIR ECD interagit avec la surface 3'-S-LeA-BSA et non avec la surface LeA.  

Comme pour la surface BSA-Man, l'interaction est faible et l'affinité ne peut pas être estimée. En 

comparant les signaux obtenus de DCIR ECD sur la surface BSA-Man (Figure 9.19D), nous 

remarquons que le signal est deux fois plus important sur la surface 3'-S-LeA-BSA (pour un taux de 

fonctionnalisation de la surface quasi-identique: 1713 RU (surface BSA-Man) et 1740 RU (surface 

3'-S-LeA-BSA).  

Pour conclure, le 3'-S-LeA
 est, à l'heure actuelle, le ligand ayant la plus forte affinité pour DCIR. 
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Figure 9.19: Titration de DCIR ECD avec la surface LeA-BSA (A) et la surface 3'-S-LeA-BSA (B). 
Titration de DCIR ECD avec une gamme de concentration de 0 µM à 200 µM. La structure de LeA

 et de 3'-S-LeA
 est 

représentée en haut à gauche et à droite respectivement. Le Gal, le GlcNAc et le Fuc sont représentés respectivement par un 
cercle jaune, un carré bleu et un triangle rouge. Le sulfate du ligand 3'-S-LeA

 est mentionné, sous l'appellation 3S, d'après la 
terminologie employée par http://glycopedia.eu/resources/a-picture-dictionnary-of/article/the-picture-dictionnary. 

 

L'affinité pour les ligands saccharidiques ne peut pas être évaluée pour DCIR.  

En revanche, un KD de 178 µM a été estimé pour DCIR ECD sur une surface fonctionnalisée par 

cette même lectine (taux de fonctionnalisation = 3402 RU), DCIR ECD a la particularité de 

s'auto-reconnaître (Figure 9.20). DCIR serait peut-être impliqué dans des interactions cellules-

cellules comme le cas de certaines lectines et récepteurs NKs [193].  

Afin de vérifier cette spécificité de reconnaissance, aucune interaction n'est observée entre une 

surface DCIR ECD et l'injection de 50 µM de langerine ECD ou DC-SIGN ECD (résultats non 

montrés). DCIR ECD semble reconnaître spécifiquement son homologue.  

 

Figure 9.20: Titration de DCIR ECD sur une surface DCIR ECD 
A) Sensorgramme de DCIR ECD. La regénération est faite avec 5 µL d'EDTA 50 mM. B) Courbe de titration de DCIR 
ECD.  
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Pour élargir les connaissances sur la spécificité de ligands pour DCIR, la stratégie est de cribler des 

oligosaccharides plus ou moins complexes pour DCIR sur des puces à sucres. 

h"c">" F'.,1+Z+1'.6,1+

Après vérification de la fonctionnalité de DCIR par SPR, l'objectif est de découvrir la spécificité de 

cette lectine à l'égard des oligosaccharides. Un premier criblage de 101 oligosaccharides de type 

N-glycanes est réalisé avec DCIR ECD marqué au Cy3 par l'équipe de Niels Reichardt du réseau ITN 

Immunoshape au sein duquel l’équipe est impliquée. Les résultats pour DCIR ECD sont présentés ci-

dessous (Figure 9.21A). Sans surprise, le signal de détection est très faible. DCIR ne possède aucune 

spécificité de reconnaissance pour les ligands proposés (structures en annexes n°4). En comparaison 

avec un profil typique (Figure 9.21B), DCIR ECD ne reconnaît pas la majorité des oligosaccharides 

avec des extrémités Man, Gal et GlcNAc. 

 

Figure 9.21: Criblage de ligands oligosaccharidiques pour DCIR ECD (A) et DC-SIGN ECD (B) 
En haut à droite, la visualisation de la puce à sucre avec une lecture en fluorescence, reproduits 4 fois. Le contrôle positif 
BSA-Cy3 est représenté en haut à gauche de la puce par les 4 points fluorescents. Le Gal, le GlcNAc, le Man et le Fuc sont 
représentés respectivement par un cercle jaune, un carré bleu, un cercle vert et un triangle rouge. 

 

A l’heure actuelle, aucun criblage de puces à sucres pour DCIR n’est décrit dans la littérature. Ceci 

peut s’expliquer par le fait que DCIR a une interaction très faible pour les sucres. De plus, l’état 

dimérique de DCIR ne semble pas augmenter l’avidité pour les ligands de manière suffisante. 
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La stratégie envisagée pour faire face à cet obstacle est d’augmenter la valence en CRDs de DCIR au 

sein d’une molécule artificielle pour induire de l’avidité. Pour cela, on envisage de générer des 

complexes multivalents avec la présentation de 4 CRDs. Cette nouvelle approche est détaillée dans la 

partie suivante. 

h"f" T*(*62)%/(+3,+7,.)%(,1+&'7)%D27,(),1+26)%=%.%,77,1+

Au cours de ma thèse, j’ai eu l’occasion de développer un outil protéique permettant de 

fonctionnaliser spécifiquement à l'extrémité N-terminale une cible (biotine, fluorophore ou autres). 

Cette réaction est catalysée par la sortase A, transpeptidase de Streptococus aureus. Cette dernière est 

une protéine recombinante, produite au sein du laboratoire, avec une étiquette 6-Histidines du coté 

N-terminale.  

La protéine à marquer contient une séquence terminale poly-Glycines. Elle agit comme nucléophile 

en attaquant l'intermédiaire réactionnel formé par la sortase et la cible.  

Cette cible possède un motif peptidique particulier LPXT-OMe (X pour un acide aminé quelconque) 

reconnu par la sortase A. L’extrémité terminale méthylée du peptide rend la réaction catalysée par la 

sortase irréversible (Figure 9.22) [194] [195].

 

 

Figure 9.22: Schéma général de la génération de lectines multivalentes 
A) Schéma de la réaction de biotinylation catalysée par la sortase A. Adapté de [195]. B) Couplage de la Neutravidine et de 
Biotine-DCIR CRD.  

 

Dans notre cas, la biotine-LPRT-OMe est couplé à DCIR CRD possédant du coté N-terminale une 

séquence de 3 glycines. Le motif GGG est utilisé à la fois pour faciliter le clivage de DCIR His-CRD  

et coupler la biotine à DCIR GGG-CRD.  

L’association de DCIR GGG-CRD couplée au peptide biotinylé LPRT-OMe est dénommée 

Biotine-DCIR CRD dans la suite des travaux présentés. Ce dernier est ensuite couplé à la 
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Streptavidine® ou Neutravidine®, protéine tétramérique avec 4 sites actifs. L'interaction biotine et 

dérivée d'avidine est l'une des interactions existantes les plus fortes en biologie (KD= 10-15 M).  

La génération de complexe biotine-dérivée d'avidine peut être alors considérée comme stable et non 

dissociable. La génération de la Neutravidine® complexée à 4 Biotines-DCIR CRDs représente une 

chimère artificielle tétramérique mimant une lectine tétramérique comme DC-SIGN. De plus, le 

marquage fluorescent de dérivée d'Avidine® pourra être utilisé pour rendre la chimère fluorescente 

pour des criblages de ligands oligosaccharides. 

Pour l'obtention de ce complexe, plusieurs étapes ont été nécessaires: 

! Clivage de DCIR His-GGG-CRD et purification par chromatographie 

d'exclusion 

! Réaction de biotinylation, purification sur une colonne de Ni2+ et dialyse 

! Couplage avec la Neutravidine® 

Chacune de ces étapes sont décrites dans les parties suivantes. 

h"f"!" G7%D2B,+3,+HGQ?+R%1:TTT:G?H+

La réaction de biotinylation nécessite le clivage de l’étiquette poly-Histidines de DCIR His-GGG-

CRD. A partir des échecs de clivage mentionnés dans la partie 9.3.4, l'extension du domaine N-

terminal de DCIR par les 3 glycines a favorisé le clivage de l'étiquette poly-Histidines par le facteur 

Xa (Figure 9.23A). L'élimination du facteur Xa (30 kDa) est faite grâce à une chromatographie 

d'exclusion S75 (Figure 9.23C).  

Afin d'optimiser les étapes de purifications, le clivage est réalisé après la purification de DCIR 

His-GGG-CRD sur colonne de Ni2+ (partie 9.4.2) et permet ainsi d'éviter deux chromatographies 

d'exclusions successives. Cependant, la qualité du clivage est dépendante de la concentration 

d'imidazole présent dans l'échantillon protéique après élution de la colonne de Ni2+. Afin d'éviter une 

étape supplémentaire de dialyse pour l'élimination de l'imidazole, l'échantillon protéique est dilué 

pour obtenir une concentration finale d'imidazole de 125 mM d'imidazole (Figure 9.23B). Le clivage 

observé, au bout de 16H, est quasi total. La présence des 3 glycines est vérifiée par séquencage 

N-terminal et par spectrométrie de masse (ESI-MS). Puis, le facteur Xa est éliminé par 

chromatographie d'exclusion S75.   
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Figure 9.23: Clivage de DCIR His-GGG-CRD par le facteur Xa et purification. 
A) Gel-SDS PAGE du clivage de DCIR His-GGG-CRD. Criblage de la quantité de facteur Xa nécessaire pour cliver DCIR 
His-GGG-CRD après une nuit à 4°C. X1 correspond à la quantité recommandée par l'industriel (1 µg Xa pour 50 µg de 
protéines). X2 à X5 correspond respectivement à une quantité de 2 µg à 5µg de facteur Xa. B) Gel-SDS PAGE du clivage 
de DCIR His-GGG-CRD en présence d'imidazole. (1), (2), (3) et (4) correspondent aux concentrationx 500, 250, 125 et 75 
mM d'imidazole. La flèche rouge correspond à la condition de clivage retenue. C) Chromatogramme de la purification de 
DCIR His-CRD (flèche rouge). 

h"f">" ?*2.)%/(+3,+8%/)%(472)%/(+

La réaction de biotinylation est réalisée pour DCIR GGG-CRD. La cinétique de réaction est suivie 

par spectrométrie de masse (ESI-MS). Un premier intermédiaire réactionnel sortase-peptide biotinylé 

se forme au cours du temps puis le peptide biotinylé est associé à DCIR GGG-CRD. Comme illustré 

sur la Figure 9.24, la réaction est quasi totale avec 93 à 98 % du produit formé après 6 H de réaction 

à 37°C.  
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Figure 9.24: Cinétique de la biotinylation de DCIR GGG-CRD au temps 0H, 2H, 4H et 6H 
A gauche de la Figure, les pics 15453, 16147 Da correspondent respectivement à DCIR GGG-CRD et Biotine-DCIR CRD. 
Le pourcentage de chaque espèce est représenté en rouge. A droite de la Figure, les pics 22800 et 22593 Da sont associés 
respectivement à la sortase et la sortase biotinylé. 
 
 

Pour éviter l’hydrolyse de la Biotine-DCIR CRD, la réaction est arrêtée par purification sur colonne 

Ni2+ (Figure 9.25). En effet, la sortase possèdant une étiquette poly-Histidine est retenue sur la 

colonne.  

                         

Figure 9.25: Purification de la réaction de biotinylation  
A) Gel SDS-PAGE de la purification de Biotine-DCIR CRD. (1) mélange réactionnel, (2) (3) pic passant à travers la 
colonne. Les flèches rouges correspondent à Biotine-DCIR CRD. (4) (5) correspondent au pic d’élution de la colonne de 
Ni2+. B) Chromatogramme de la purification de la Biotine-DCIR CRD. 

A B Mq 

200- 
150- 
120- 
100- 
85- 
70- 
50- 
40- 

30- 

25- 
20- 

15- 

kDa 

A 

10- 

(1)      (2) (3)       (4) (5) 

! ! 

! 

23593.22 

23593.22 

23593.22 



9. Production et caractérisation biochimique d’une nouvelle lectine de type-C : DCIR 

290 290 

L’échantillon purifié est dialysé contre un tampon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 4 mM CaCl2 

afin d’éliminer les peptides biotinylés libres. 

h"f"K" G/'072B,+2D,.+72+S,')62D%3%(,
d
:+jQPG+

La biotine conjugée à DCIR CRD peut être associée à la Neutravidine®-FITC. Cependant, dans le but 

de contrôler l’homogénéité du complexe formé, des caractérisations se sont portées sur la 

Neutravidine® et son comportement oligomérique en solution. D’après l’industriel, la Neutravidine® 

possède un point isoélectrique plus bas que ces homologues Avidine® et Streptavidine®, ce qui se 

traduit par une haute spécificité de reconnaissance (Tableau 9.1). 

 

 Avidine® Streptavidine® Neutravidine® 
Masse molaire 67 kDa 53 kDa 60 kDa 

Sites de liaisons de la 
Biotine 

4 4 4

pI (point isoélectrique) 10 6.8-7.5 6.3 
Spécificité Basse Haute Très haute 

Affinité pour la biotine 
(KD) 

10-15 M 10-15 M 10-15 M 

Liaison non spécifique Haute Basse Très basse 
Tableau 9.1: Caractéristiques des protéines reconnaissant la biotine 

 

La Neutravidine® est analysé par ESI-MS afin d’obtenir la masse exacte d’un monomère et évaluer la 

qualité de l’échantillon (Figure 9.26). La taille monomérique de la Neutravidine® est proche de 

14498 ± 42 Da. Plusieurs espèces monomériques sont observées correspondant probablement à 

différents degrés d’acétylations du monomère.  

 

Figure 9.26: Spectre ESI-MS de la Neutravidine®  
Les flèches rouges représentent la différence de masse retrouvée entre les différentes populations. 

 

Après avoir estimé la taille d’un monomère de Neutravidine®, la complexation entre la biotine-DCIR 

et la Neutravidine® a été réalisé dans un premier temps sans marquage. Cette première génération de 

lectines multivalentes a été caractérisée par SEC-MALS et la masse molaire globale obtenue a 

permis d’estimer la présence de 3 ou 4 biotines-DCIRs liées au tétramère de Neutravidine® (pic 2, 
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Figure 9.27A). Cependant, le profil obtenu montre la présence de nombreux agrégats et plusieurs 

états oligomériques du complexe.  

 

Figure 9.27: Chromatogrammes obtenus par SEC-MALS (A) et par chromatographie d’exclusion (B)  
A) Chromatogramme du complexe biotine-DCIR-Neutravidine®. Les pics 1, 2, 3 correspondent respectivement au dimère 
du complexe biotine-DCIR-Neutravidine®, au complexe biotine-DCIR-Neutravidine® et à DCIR CRD non complexé. B) 
Superposition des chromatogrammes du complexe biotine-DCIR-Neutravidine® (rouge) et Neutravidine® (bleu). Les pics 
identifiés correspondent aux mêmes pics décrits dans A).  

 

Pour comprendre la provenance des agrégats, le complexe biotine-DCIR-Neutravidine® et la 

Neutravidine® seul sont également analysés par chromatographie d’exclusion (S200). Comme illustré 

dans la Figure 9.27B, la Neutravidine® en solution est présent sous plusieurs états oligomériques et 

agrégats. 

Afin de ne pas altérer la reconnaissance des ligands pour la lectine artificielle multivalente générée, 

la Neutravidine® doit être, au préalable, purifiée avant de la complexer. 

A partir des résultats préliminaires obtenus, la seconde étape sera de générer la chimère tétramérique 

de DCIR marqué à partir de la complexation de la biotine-DCIR et la Neutravidine®-FITC purifié. 

Cette lectine multivalente sera alors testée sur différentes puces à sucres. Ce résultat ultime n’a pas 

pu être obtenu à temps pour l’inclure dans le manuscrit. 

h"g" G/(.7'1%/(1+3,1+)62D2'<+1'6+HGQ?+G?H+,)+HGQ?+XGH+

Après les nombreuses difficultés rencontrées pour la production et la purification de DCIR CRD et 

DCIR ECD, nous sommes capables à présent de produire cette lectine avec de bons rendements. Les 

échantillons obtenus sont homogènes et stables. 

L’état oligomérique de DCIR ECD a été confirmé par plusieurs techniques biophysiques (AUC, 

SEC-MALS et SAXS). Cependant, les données SAXS nous montre qu’un travail d’optimisation du 

modèle théorique de DCIR His-GGG-ECD reste à faire pour améliorer la modélisation de la courbe 
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de diffusion expérimental. En effet, il semblerait que les CRDs semblent être plus espacés de l’axe 

central dans les modèles Ab-initio générés que dans le modèle proposé. 

Concernant la fonctionnalité de cette lectine, des difficultés ont été rencontrées du fait de la très 

faible reconnaissance des ligands glycosidiques pour DCIR. Le 3’-Sulfo-LeA est le seul ligand, que 

nous avons identifié, interagissant avec DCIR. Cette liaison est dépendante entièrement de la 

présence du sulfate. Afin de contourner ce problème de faible affinité, nous avons mis en place au 

sein du laboratoire la génération de lectines multivalentes. Sur ce principe, DCIR multivalent sera 

testé sur diverses puces à sucres incluant des N-glycanes, des ligands osidiques exprimés à la surface 

de pathogènes et des ligands sulfatés. Les futurs résultats permettront d’identifier les ligands de 

DCIR.
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Les aspects fondamentaux qui régissent les interactions multivalentes sur la base de leurs 

homologues monovalents sont bien connus et décrits dans la littérature. L’affinité estimée et les 

paramètres thermodynamiques calculés pour une interaction multivalente sont la résultante de 

l’ensemble des mécanismes moléculaires impliqués, comme décrit dans les travaux de Whitesides et 

al [133].  

De plus, certains mécanismes sont préférés à d’autres selon le mode de présentation des composés 

multivalents et peuvent avoir une contribution plus forte dans l’affinité estimée. Comme illustré par 

les résultats d’ultracentrifugation analytique du ROD3-6Man30 pour DC-SIGN, à des concentrations 

proches du KD, les mécanismes prédominants (>80%) sont l’effet chélate et la réassociation 

statistique.  

 

Dans la complexité de ces phénomènes cumulés, chaque mécanisme possède ces propres paramètres 

thermodynamiques et isoler chacun de ces modes de liaisons pour estimer son affinité constitue un 

but difficile à atteindre. 

Malgré cet obstacle, le développement des composés RODs s’est avéré être un outil intéressant pour 

comprendre et investiguer plus en détail l’impact respectif des différents mécanismes moléculaires. 

La valence des ligands et la longueur des espaceurs nous indiquent quels mécanismes peuvent être 

potentiellement impliqués.  

 

De plus, les différents mécanismes d’associations multivalentes sont clairement visibles par SPR en 

étudiant les courbes de modélisations de deux composés : ROD3-1Man030 et ROD3-2Man030 

(Figure 10.1). Le premier composé possède un mode de fixation monovalent dû à la présence d’un 

unique ligand (Man030). A l’inverse, le ROD3-2Man030 possède plusieurs modes de 

liaisons multivalentes (effet cluster et chélate). En comparant les courbes des deux composés, deux 

régimes sont observés. A fortes concentrations (au dessus du micromolaire), les deux courbes se 

superposent. Les deux composés empruntent le même régime de fixation. Etant donné que le 

ROD3-1Man030 est capable d’interagir uniquement par interaction monovalente, cela signifie que le 

ROD3-2Man030 possède le même mode de liaison à des concentrations du micromolaire. A 

l’inverse, à faibles concentrations, les courbes ne se superposent pas, ce qui indique que différents 

mécanismes moléculaires de plus hautes affinités apparaissent pour le ligand ROD3-2Man030. 
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Ainsi, sur la base des analyses déjà évoquées auparavant, le ROD3-2Man030 avec un ligand à 

chaque extrémité du ROD3, présente un mode d’association multivalent, observé par la courbe de 

modélisée par Steady state affinity (courbe bleu, Figure 10.1). 

 

Figure 10.1: Superposition des courbes de modélisation ROD3-1Man030 (rouge) et ROD3-2Man030 
(bleu) 

 
Ce qui confirme que la phase ascendante observée sur les courbes de modélisations multivalentes 

correspondent à de l’interaction monovalente. Dans notre cas, l’hypothèse de l’auto-aggrégation est 

écartée (Publication n°2). L’ensemble des KD app calculés au cours de cette thèse correspond à la 

composante KD app multivalente.  

 

A partir de ces observations faites avec les RODs,  il est possible de hiérarchiser les mécanismes 

d’interactions impliqués entre un composé multivalent et DC-SIGN en fonction de leur concentration 

(Figure 10.2). Les mécanismes impliqués à faibles concentrations présentent des KD les plus bas. 

Puis, par phénomène de concentrations locales de composés multivalents, d’autres mécanismes 

interviennent à des KD plus grands. Après avoir étudié les RODs, nous pouvons mettre en évidence 

que la combinaison de l’effet chélate et cluster pour ces composés contribue à l’obtention d’un KD 

très bas (échelle du nanomolaire). Puis, des KD de l’ordre du micromolaire sont obtenus, pour les 

mécanismes moléculaires suivants : effet chélate, effet cluster associé à la réassociation statistique, 

effet cluster et effet réassociation statistique. Cependant, il reste assez difficile de les différencier 

d’un point de vue affinité.
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Figure 10.2 : Estimation des KD pour les différents mécanismes moléculaires 
 

Isoler et estimer l’affinité stricte d’un mécanisme d’interaction par rapport à un autre ne s’avère pas 

possible par les différentes techniques biophysiques utilisées qui suivent des phénomènes globaux 

avec des gammes de concentrations où plusieurs phénomènes d’associations se cumulent.  

 

Cependant, une piste est envisagée avec les nouvelles possibilitées d’analyses du logiciel EVILFIT, 

développé par Peter Schuck [196]. Des cartes 2D et 3D sont générées avec la distribution des 

constantes d’affinités et des constantes cinétiques de dissociation permettant de rendre compte au 

mieux de la modélisation des sensorgrammes observés par SPR.  

Les perspectives de cette approche est de mettre en évidence plusieurs modes d’interactions avec des 

KD et koff associés aux modes de liaisons. Identifier et discriminer les différents couples constituent 

des points futurs intéressants à développer. 

 

Les résultats de cette étude préliminaires sur les composés multivalents soulignent l’influence des 

modes d’interactions dans le gain d’avidité et d’affinité pour DC-SIGN. Ainsi, outre l’optimisation 

au niveau des ligands (qui permet d’améliorer par un facteur 10 l’affinité du passage d’un ligand 

D-Man à Man030), la géométrie des composés multivalents sont des facteurs déterminants pour 

améliorer cette affinité. 

Après avoir criblé plusieurs composés multivalents en fonction de leur nature et de leur valence, nous 

avons pu mettre en évidence l’efficacité de plusieurs composés : 

• Le calixarène (C2-4Man): son mode de présentation pour des valences faibles est optimum en 

terme d’affinité et d’avidité pour DC-SIGN. 

• Les RODs (ROD3-6Man30): l’avidité générée par ces composés est exceptionnellement grande. 

La combinaison de l’effet chélate et de la réassociation statistique est observée pour ce composé 

puisque l’écartement est optimisé pour correspondre à la distance de deux sites internes du 

récepteur. Ce composé avec seulement 6 ligands a une affinité pour DC-SIGN de 39 nM et un 

facteur ß de 1902. 
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• Les Rafts: Le RR-16-6NH2Man30, étudié dans le chapitre 11, est le composé le plus actif pour 

DC-SIGN avec un KD app égal à 18 nM. Néamoins, malgré le nombre important de ligands, il 

reste interéssant avec un facteur ß de 1076.  

 

Pour des perspectives futures de développement de composés multivalents de nature ROD, il serait 

intéressant de synthétiser un composé pontant non plus 2 sites actifs de DC-SIGN comme le ROD3-2 

ou 6Man30 mais ciblant les 4 sites de DC-SIGN simultanément. D’une part, ce composé semi-rigide, 

illustré sur la Figure 10.4A, pourra potentiellement accroitre son avidité pour DC-SIGN déjà très 

élevé pour le divalent correspondant (β= 1902) et atteindre par la même occasion des affinités du 

sub-nanomolaires. 

 

Figure 10.3 : Nouvelle stratégie des RODs tétravalents 
A) Ligands tétravalents semi-rigides B) Représentation des CRDs de DC-SIGN. Les flèches représentent la distance entre 
deux sites actifs. 
 

D’autre part, la rigidité de la structure de présentation présentant 4 ligands à des distances de 40 Å 

conduit à une certaine sélectivité de reconnaissance de ce composé multivalent pour DC-SIGN par 

rapport aux autres lectines. Par exemple, ce composé serait potentiellement capable d’interagir avec 

DC-SIGN mais non avec son homologue DC-SIGNR qui est un tétramère dont les sites actifs 

adjacents sont séparés par 39.3 Å de largeur et 80.7 Å de longueur [94]. 

Pour conclure, le mode de présentation des structures multivalentes s’avère crucial pour obtenir des 

composés de hautes affinités. De plus, leur géométrie peut également être impliquée comme critère 

de sélectivité [197].  

La description des interactions multivalentes des composés constitue un sujet d’étude complexe. 

Cependant, pour des composés multivalents à valences faibles, le pouvoir inhibiteur des composés 

est de plus en plus prévisible dû fait de la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués. 
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Trois générations de glycomimétiques ont été développées afin d'améliorer l'affinité et la sélectivité 

pour DC-SIGN à partir du saccharide naturel Manα1-2Man (Figure 11.1). La dernière génération 

synthétisée correspond à l’aboutissement de ce travail d’optimisation avec un composé qui possède 

une haute spécificité de reconnaissance pour DC-SIGN à l’état monovalent (pas d’inhibition 

observée pour la langerine) et une bonne inhibition (IC50= 0.25 mM). 

 

 

Figure 11.1: Les générations de glycomimétiques à partir du Manα1-2Man 
 

L’approche rationnelle et structurale utilisée pour le développement de glycomimétique hautement 

sélectif a été validée avec succès. A l'échelle de la monovalence, la sélectivité du 6NH2-Man030 est 

clairement observée.  

 

Dans la finalité de greffer ce ligand sur des structures multivalentes, la question qui se pose est la 

suivante : cette sélectivité est elle conservée à l’échelle de la multivalence ?  

Des études préliminaires ont été réalisés pour répondre cette question avec la synthèse d’un composé 

de type RR-16, décrit dans la partie 6.1.3, fonctionnalisés par 16 ligands 6NH2Man30. Le composé 

RR-16NH2Man30 a été testé, par SPR, sur des surfaces DC-SIGN et langerine (préparés comme la 

méthode décrite dans la publication n°3). Les sensorgrammes et les courbes de modélisations obtenus 

pour les deux surfaces sont présentés dans la Figure 11.2. Le potentiel d’inhibition de ce composé 

RR-16NH2Man30 pour DC-SIGN est très élevé (KD app=18 nM) par rapport à son homologue 

RR-16Man30 (KD app=700 nM) (publication n°3). De plus, d’après le sensorgramme de la Figure 

11.2A, plusieurs profils cinétiques sont observés pendant la phase d’association. Ces différents kon 
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reflètent probablement différents mécanismes d’interactions impliqués et dépendant de la 

concentration.  

Concernant la surface langerine, on peut observer également, contre toute attente, une interaction 

entre le RR-16-6NH2Man30 et la surface avec un KD app  égal à 205 nM. Cependant, aucune différence 

de cinétique n’est observée lors de la phase d’association comme pour la surface DC-SIGN.  

 

Figure 11.2: Sensorgrammes et courbes de modélisations du RR-16-6NH2Man30 sur la surface 
DC-SIGN (A) et langerine (B) 

Les KDapp calculés sont extraits du modèle steady state affinity et correspondent à 18 nM pour la surface DC-SIGN et 205 
nM pour la surface langerine. 

 

Les premières conclusions que nous pouvons extraire de ces informations sont que la liaison 

observée sur la surface langerine semble de nature différente. En effet, des cinétiques différentes 

peuvent être également observées sur une surface langerine, comme illustrée dans la Figure 11.3, 

avec la titration de la glycoprotéine BSA-Man. 
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Figure 11.3: Titration de la BSA-Man sur la surface DC-SIGN (A) et langerine (B) 
 

Pour comprendre un peu mieux ce phénomène, nous nous sommes intéressés à la contribution de la 

structure de présentation sans ligand dans cette interaction (Figure 11.4). Ceci est possible grâce à la 

haute solubilité des RRs en l’absence de ligands osidiques terminaux, propriétés non retrouvés pour 

les RODs ou les calixarènes (peu solubles sans ligands). Pour une même concentration de composés 

(0.25 µM), on observe que 7.9 % de l’interaction observée entre RR-16-6NH2Man30 et la surface 

DC-SIGN est liée à l’interaction non spécifique de la structure de présentation. A l’inverse, 

l’interaction non spécifique sur une surface langerine est beaucoup plus importante et correspond à 

un tiers de l’interaction (33 %).  

Une contribution conséquente de la structure de présentation est observée dans l’interaction du 

RR-16-6NH2Man30 avec la surface langerine. Cette interaction non-spécifique est remarquée 

uniquement entre le composé et la langerine puisque les interactions non désirées liées à la surface 

(dextran et streptactine) sont automatiquement soustraites avec la piste de référence. 
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Figure 11.4: Contribution de la structure de présentation sans ligands dans l’interaction du 
RR-16-6NH2Man030 avec DC-SIGN 

 

Cependant, l’interaction de la structure de présentation avec la surface langerine n’explique pas la 

totalité de l’interaction observée de RR-16-6NH2Man30 sur cette surface.  

Par conséquent, le seul partenaire pouvant justifier de l’interaction observée est l’interaction du 

ligand lui même (6NH2Man30) avec la surface. Une titration du glycomimétique a été réalisée sur les 

surfaces (Figure 11.5). Le KD app correspondant pour la surface DC-SIGN est de 310 µM, comme 

décrit dans la publication n°4. Le Rmax théorique attendu pour ce glycomimétique sur la surface 

DC-SIGN est de 30 RU, signal proche du Rmax expérimental.  

En revanche, le Rmax théorique attendu sur la surface langerine, en cas d’interaction 1:1, est de 63 RU. 

Comme illustré sur la Figure 11.4B, 20% de ce signal est observé à 2 mM. Le KD n’est pas déterminé 

puisque une pente est observée à ces concentrations. 
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Figure 11.5: Titration du 6NH2-Man030 sur la surface orientée DC-SIGN (A) et langerine (B) 
 

A partir des résultats préliminaires obtenus, plusieurs propositions s’offrent à nous :  

• La pente correspond à un début de profil d’association et le plateau est potentiellement 

atteint dans une gamme de concentration proche de 60 mM. Le ligand interagit avec le site 

actif de la langerine. 

• Une interaction non spécifique est observée, comme pour la structure de présentation, entre 

le ligand et la langerine.  

Des éléments nous laissent à penser que la seconde hypothèse est privilégiée. En effet, si le composé 

RR-16-6NH2Man030 interagit avec le site actif de la langerine à des affinités de la centaine de 

nanomolaire, des interactions multivalentes doivent être observées par différentes phases 

d’association (différents kon) comme visualisé sur la Figure 11.3B. Hors, le sensorgramme obtenu est 

différent et reflète un seul mode d’association. 

De plus, comme reporté dans la publication n°4, le ligand 6NH2Man30 est hautement sélectif pour 

DC-SIGN lorsqu’il est évalué par test compétitif. Dans cette approche SPR, l’interaction observée 

entre la langerine et la surface BSA-Man est dépendante du Ca2+ (regénération de la surface avec de 

l’EDTA). L’absence d’inhibition de cette interaction, malgré la même gamme de concentration du 

glycomimétique, confirme que ce ligand ne peut pas interagir avec le site actif de la langerine.  

Par ailleurs, en interaction directe, les interactions non-spécifiques de ce ligand sur différentes 

régions de la protéine peuvent être visualisées et quantifiées en fonction de la concentration.  

 

Les premières conclusions extraites de ces analyses nous suggèrent que la charge positive du ligand 

pourrait potentiellement interagir avec des régions de la langerine chargées négativement à de hautes 
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concentrations. Ces liaisons sont visibles par interaction directe. Malgré cela, le site de 

reconnaissance des sucres au niveau du site actif de la langerine, dépendant du Ca2+, est toujours 

accessible (confirmé par test compétitif). 

Pour conclure, même si le 6NH2Man030 siège dans le site Ca2+ ou ailleur dans la protéine, son 

interaction est extrêment faible et aux limites de la signifiance. Il faudrait des concentrations proches 

de 60 mM pour atteindre le plateau (Rmax). 

Cette approche glycomimétique couplée à l’optimisation de structures multivalentes rassemble tout 

les critères pour développer des ligands de fortes affinités et hautement sélectifs pour les sites actifs 

de DC-SIGN. Ce travail a contribué au développement de molécules à fort potentiel thérapeutique 

ciblant DC-SIGN. 

.
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La structure de DCIR CRD, obtenue récemment par Nagae et al [126], met en évidence la liaison 

d'un oligosaccharide avec le site actif de DCIR par l'intermédiaire du motif GlcNAc(ß1-2)Man. Ce 

motif disaccharide est retrouvé sur les branches des N-glycanes. Cependant, son affinité est très 

faible puisque les puces à sucres réalisées en collaboration avec l'équipe de Niels Reichardt, criblant 

des oligosaccharides de type N-glycanes, n'a montré aucune spécificité de reconnaissance pour 

DCIR, malgré la présence de sucres répondant à ce motif.  

La structure de DCIR CRD cristallisée avec des ligands oligosaccharides nous conforte sur le fait que 

DCIR est une lectine capable de reconnaître des épitopes osidiques. Cependant, l'affinité très faible 

pour les branches N-glycanes laisse difficile à concevoir que des interactions fortes sont régis entre 

cette lectine et gp120/gp140 à l'échelle cellulaire, comme évoquées dans la littérature [127] [128].  

D'après les informations nouvelles apportées par cette structure, il semblerait que DCIR reconnaisse 

un motif communément retrouvé chez les N-glycanes, ce qui va dans le sens d’un rôle accessoire de 

DCIR, associé à DC-SIGN [129]. 

Dans le but de comprendre si DCIR n'a pas d'autre spécificité de reconnaissance pour d'autres 

glycanes, les lectines artificielles multivalentes générés au cours de ma thèse seront testés sur les 

puces à sucres du CFG http://www.functionalglycomics.org/ (plaques mammalian array version 5.2) 

possédant 609 ligands différents et incluant l'oligosaccharide "High Mannose », des ligands sulfatés 

comme le 6 sulfo LeA et d’autres motifs oligosaccharidiques retrouvés à la surface des pathogènes. 

En attendant les résultats, nous pouvons déjà nous intéresser au ligand 3'-Sulfo-LeA qui a montré sa 

capacité à interagir avec DCIR. Cette liaison est totalement guidée par la présence du sulfate en 

position 3 du Gal teminal. En effet, en observant la surface électrostatique de DCIR CRD (Figure 

12.1), on observe une grande zone électrostatique chargée positivement près du site actif. Cette 

région serait propice à la reconnaissance du sulfate terminal de ce trisaccharide.  

La charge négative du sulfate représente une force d'interaction supplémentaire qui est souvent 

impliqué dans des évènements biologiques liés à la sulfatation des oligosaccharides [198]. 
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Figure 12.1: Modélisation de l'interaction DCIR CRD avec le 3'-Sulfo-LeA-Gal à partir de la 
superposition du mode de liaison de GlcNAc(ß1-2)Man avec DCIR 

Les potentiels électrostatiques positifs et négatifs à la surface de DCIR CRD sont représentés respectivement en bleu et en 
rouge (pdb DCIR: 5B1W). Le calcium est représenté par une sphère verte. Les atomes C, O, N et S sont représentés par des 
bâtonnets de couleurs cyan, rouge, bleu et jaune. Le ligand a été construit à partir de Glyco3D [199] et des données du 
docking du LeA dans la publication [200]. 
 

Même si le rôle du ligand 3'-Sulfo-LeA n'est pas clairement défini. Il existe quelques élèments dans la 

littérature impliquant ce trisaccharide dans la modulation de la progression tumorale dans le cas du 

cancer du colon [201]. Ces observations pourraient confirmer la reconnaissance des cellules 

cancéreuses du colon par DCIR [124]. 

De plus, en étudiant d'autres maladies auto-immunes liées à DCIR, on retrouve à plusieurs reprises 

les pathologies de l'arthrite au niveau des articulations (partie 2.5.4). Un ligand endogène sulfaté 

présent abondamment au niveau de ces cartilages est le kératane sulfate [202]. Ce ligand est composé 

de Gal sulfaté, GlcNAc et de Man potentiellement capable d'interagir avec DCIR. 

 

Si l'hypothèse est confirmée, cela signifiera que nous aurons identifié pour la première fois le ligand 

endogène de DCIR. Ceci confirmera également l'interaction de DCIR avec les kératinocytes [124] 

qui exprime à leurs surfaces de très nombreux kératanes sulfates [203]. 

Dans la même continuité, à l'échelle moléculaire, il nous semble moyennement probable qu'une 

interaction conséquente existe entre DCIR et gp120, d'après l'expertise connue avec les autres 

lectines interagissant avec gp120 (DC-SIGN et la langerine). Il semblerait plutôt qu'un intermédiaire 

de type glycosidique sulfaté (héparane sulfate) soit impliqué à la fois avec gp120 [204] et à la fois 

avec DCIR.  
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Des investigations supplémentaires sont à faire pour vérifier ces hypothèses. Par exemple, des études 

d'interactions, par SPR, où plusieurs GAGs seront criblés sur une surface fonctionnalisée par DCIR 

(en collaboration avec le groupe SAGAG de l'IBS). 

La caractérisation structurale du domaine ECD de DCIR par SAXS nous a donné des indices sur la 

topologie des ligands multivalents capable d’interagir avec cette lectine. La disposition des têtes 

CRDs dans l’espace nous montre qu’une grande distance sépare les deux sites actifs, ce qui 

expliquerait une faible avidité des oligosaccharides ou glycoprotéines pour DCIR. Afin de contourner 

le problème de la faible affinité de cette lectine, il est prévu de poursuivre l’approche de présentation 

du CRD sous forme de complexe tétramérique. La génération multivalente de DCIR CRD sera 

utilisée pour identifier ces ligands naturels grâce aux criblages à hauts débits d’oligosaccharides. Si la 

multivalence des CRDs génère de l’avidité artificielle, cette stratégie sera appliquée à d’autres 

lectines en cours de production dans notre laboratoire. 

 

En guise de conclusion générale, voici représenté les 3 lectines étudiées au cours de cette thèse. 

Comme illustrée sur la Figure 12.2, la taille de leur domaine ECD est très différente entre DC-SIGN 

(307 Å), la langerine (224 Å) et DCIR (75 Å). A la surface cellulaire, chacune d’entre elles possèdent 

des propriétés de reconnaissance des sucres plus ou moins fortes et spécifiques.  

 

Figure 12.2: Structure de DC-SIGN ECD (bleu), langerine ECD (rouge) et DCIR ECD (rose) 
Le modèle de DC-SIGN ECD et langerine ECD proviennent des références [90] et [98] respectivement. 
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La corrélation que l’on peut observer est que l’interaction des oligosaccharides est d’autant plus forte 

forte que l’état oligomérique des lectines est élevé. L’avidité est responsable de ce phénomène. 

DC-SIGN et la langerine ont été largement étudiées d’un point de vue structural. Ils sont présentés 

respectivement comme des tétramères et trimères avec des distances entre deux sites actifs avoisinant 

les 38-40 Å et 41.5 Å. Mes travaux de thèse concernant la caractérisation de DCIR ont permis de 

démontrer l’état dimérique de cette lectine. La distance entre les sites actifs est beaucoup plus grande 

que celles de ces homologues. Une distance minimum de 56 Å a été évaluée d’après le modèle 

proposé de DCIR ECD et l’enveloppe à basse résolution obtenue  (Figure 12.3). 

 

Figure 12.3: Vue de dessus du tétramère de DC-SIGN (à gauche), du trimère de la langerine (au 
centre) et du dimère de DCIR (à droite) 
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Les annexes sont subdivisées en 6 parties : 
 

Annexe n° 1 : Constructions de DCIR CRD et DCIR ECD 

Les constructions décrites dans l’annexe n°1 sont mentionnées dans la partie 5.1 et la partie 9.1.  

 

Annexe n° 2 : Etudes des structures multivalentes 

Les composés multivalents testés sont étudiés dans le chapitre 6.  

 

Annexe n° 3 : Données brutes SAXS 

Les données extraites de l’annexe n°2 sont exploitées dans la partie 9.5.3. 

 

Annexe n° 4 : Structures des oligosaccharides 

Les oligosaccharides criblés sont mentionnés dans la partie 9.6.2 

 

Annexe n° 5 : « Supplementary materials » des publications 

Les « supplementary materials » des publications n°1, n°3, n°4 sont répertoriés dans l’annexe n°5. 

 

Annexe n° 6 : Publication n° 6 

« Stereoselective innovative synthesis and biological evaluation of new real carba analogues of 

minimal epitope Manα(1,2)Man as DC-SIGN inhibitors »  

Vittorio Bordoni,a Vanessa Porkolab,b Sara Sattin,c Michel Thépaut,b Ileana Frau,a  Lucilla Favero,a 

Paolo Crotti,a Anna Bernardi,c Franck Fieschi,b Valeria Di Bussolo*d
.  

Ma contribution : J’ai évalué l’affinité relative de composés similaires au PsDi par test compétitif. 

J’ai fourni les sensorgrammes et courbes d’inhibitions et rédigé le matériel et méthode des 

expériences SPR.  

 

Annexe n° 7 : Publication n° 7 

« Inhibition of DC-SIGN-Mediated HIV-1 Infection by Complementary Actions of Dendritic Cell 

Receptor Antagonists and Env-Targeting Virus Inactivators »  

Pustylnikov Sergey, Dave Rajnish S., Khan Zafar K., Porkolab Vanessa, Rashad Adel A., 

Hutchinson Matthew, Fieschi Frank, Chaiken Irwin, and Jain Pooja. AIDS Research and Human 

Retroviruses. December 2015, 32(1): 93-100. doi:10.1089/aid.2015.0184.  

Ma contribution : J’ai évalué l’IC50 des composés par test SPR compétitif. J’ai participé à la 

rédaction de ce papier et fourni les sensorgrammes et courbes d’inhibitions. 



 

   

 

 



!"#$%&%"$!%'()*+%

,-./!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!!

01()234/%!

23451%

$/)3)5(.6/%

(2'%

"(7(65873)539:/)!6*!'3!%&+4789%7(&+!

!

!

!

%
;<=/653>)!

?%&:7/@'732/7%!"#$%&%"$!%4(.)%1/%'873'1()2/%4/%1(%<(65873/%'A:7%1BA<5/.37%

437/65/2/.5%)A1:<1/%(C/6%8539:/55/%)57/'D%

"1A.(E/!"!!
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&4!97('(4<4!
6dcirCRDf GCATTAGGTCTCTGCGCtgcccaaagaattggaagtcatttagttC !
6dcirCRDr GCAGCAGGTCTCTTATCTCACTTCATCATCTCACAAACTGACCTTT 

=378(%*!"!>-?,@!

!

&89:/.6/%.:61839:/%(..A58/%"!(+6(A9*8!*+!%&9'*98!73;B!4(7*!%&9298*C$!
                    ompA                                            link        
ATGATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCC GCTAGC  
                     
   streptag              facteur XA      DCIR CRD      
TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCGAAGGGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAACTGCTAC
TTTATTTCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTGCTGGTG
ATAAACACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGGCTCTCA
GATCCAGAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGGCATCCA
CGTGAGCCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGCTGGAAT
GATGTTAATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA!
 

F(311/%E-./%GHI%.:61/A534/)% F(311/%6A.)57:653A.%JKLM%'<%

&89:/.6/%'7A5839:/%(..A58/%"!!

MWSHPQFEKIEGR ?DEFG!EHIHHF?JI,!HK#HLHGM-H!#E-?L@=#LN!OOP,FKM##M!!

-I,IMFOM##!!!HLJIP)OH-D!#)M@NGMGP-!MKDJF#HHKI!GND@#DH-DF!!

#@?PPOFI@E!HDE@G)GF-P!F?O)DM@HP?!#==E 

NA2<7/%OO%

MGP%((%

QR%

M+HMGDS%
ε  
!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(,-)(

$%(.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(,#(456(

%2(2),+.-)7($%(8,#)-9((

!"#9(:')**$&$)%#;<55<=((

>?+(691@(A;1(BCDE(;495553(

(

,++.2$%B(,DD(F,$-+('*(:G+(

-)+$7.)+(*'-2(&G+#$%)+3((

!"#9(:')**$&$)%#;5<H6((

>?+(691@(A;1(BCDE;495II3(

,++.2$%B(,DD(:G+(-)+$7.)+(

,-)(-)7.&)7(

 

 

'#%

JK)'-)#$&,D(FLM(=946(

%

!

:Q2L! H78*2! R3! ?@-!

!"#$%&%"$!%'()*ST%

,-./!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!!

!

01()234/%!

2345ST%

$/)3)5(.6/%

(2'%

"(7(65873)539:/)!6*!'3!%&+4789%7(&+!UK3;B!4(7*!%'(V3;*!28&7<34*C$W!

!

!

!

;<=/653>)!

?%&:7/@'732/7%!"#$%&%"$!%4(.)%4/)%6A7')%4B3.61:)3A.)%4(.)%1/%6U5A'1()2/D%%

"1A.(E/!"!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&4!97('(4<4!
6dcirCRDf GCATTAGGTCTCTGCGCtgcccaaagaattggaagtcatttagttC !
6dcirCRDr GCAGCAGGTCTCTTATCTCACTTCATCATCTCACAAACTGACCTTT!!

=378(%*!"!>-?,@!

%

&89:/.6/%.:61839:/%(..A58/%"!!

!
ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCGAAGGGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAACTGC 
       streptag              facteur XA      DCIR CRD      
TACTTTATTTCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTGCTG
GTGATAAACACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGGCTC
TCAGATCCAGAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGGCAT
CCACGTGAGCCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGCTGG
AATGATGTTAATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA%
%

F(311/%E-./%GP+%.:61/A534/)% F(311/%6A.)57:653A.%J+HJ%'<%

&89:/.6/%'7A5839:/%(..A58/%"!!
!

MWSHPQFEKIEGR?DEFG!EHIHHF?JI,!HK#HLHGM-H!#E-?L@=#LN!OOP,FKM##M!!

-I,IMFOM##!!!HLJIP)OH-D!#)M@NGMGP-!MKDJF#HHKI!GND@#DH-DF#@?PP!

OFI@E!HDE@G)GF-P!F?O)DM@HP?!#==E!

!

%

%

NA2<7/%OO%
MGP%((%

QR%
M+HMGDI%

ε  
!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(,-)(

$%(.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(,#(

456(%2(2),+.-)7($%(

8,#)-9((!"#9(

:')**$&$)%#;<55<=((

>?+(691@(A;1(BCDE;495553(

,++.2$%B(,DD(F,$-+('*(:G+(

-)+$7.)+(*'-2(&G+#$%)+((

(

!"#9(:')**$&$)%#;<5<H6(

>?+(691@(A;1(BCDE;(495II3(

,++.2$%B(,DD(:G+(-)+$7.)+(

,-)(-)7.&)7((

'#%

JK)'-)#$&,D(FLM(=946(

%

%

H78*2! R3! ?@-!

A
n
n
e
x
e
 n

°
1



!"#$%&%'"!%()*+,%

-./0!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

12)*3450%!

23451%

$0*4*6)/70%

)3(%

")8)76984*64:;0*!6*!'3!%&+4789%7(&+!:;3<=!4(7*!%'(>3<*!28&7?34*@$A!
!

!

!

!

<=>0764?*%
@%&;80A(84308%!"#$%&%'"!%5)/*%20%(984(2)*30%50%2)%=)769840%(B;8%2CB=60/48%

548076030/6%*B2;=20D%

"2B/)E0!"!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!B'(<&4!97('(4?4!
20dcirECf GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCTTGAAAAAAAG !
20dcirECr CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTCACAAA!!

C378(%*!"!D-E,F!

&9:;0/70%/;7294:;0%)//B690%"!(+6(G9*8!*+!%&9'*98!73<=!4(7*!%&9298*@$!
                    ompA                                         link        
ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCC GCTAGC  
       streptag           facteur XA      DCIR ECD       
TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCGAAGGGCGC CAA AAA TAT TCT CAG CTT CTT GAA AAA 
 AAG ACT ACA AAA GAG CTG GTT CAT ACA ACA TTG GAG TGT GTG AAA AAA AAT ATG  
CCC GTG GAA GAG ACA GCC TGG AGC TGT TGC CCA AAG AAT TGG AAG TCA TTT AGT TCC 
 AAC TGC TAC TTT ATT TCT ACT GAA TCA GCA TCT TGG CAA GAC AGT GAG AAG GAC  
TGT GCT AGA ATG GAG GCT CAC CTG CTG GTG ATA AAC ACT CAA GAA GAG CAG GAT TTC 
 ATC TTC CAG AAT CTG CAA GAA GAA TCT GCT TAT TTT GTG GGG CTC TCA GAT CCA  
GAA GGT CAG CGA CAT TGG CAA TGG GTT GAT CAG ACA CCA TAC AAT GAA AGT TCC ACA 
 TTC TGG CAT CCA CGT GAG CCC AGT GAT CCC AAT GAG CGC TGC GTT GTG CTA AAT  
TTT CGT AAA TCA CCC AAA AGA TGG GGC TGG AAT GAT GTT AAT TGT CTT GGT CCT CAA 
 AGG TCA GTT TGT GAG ATG ATG AAG ATC CAC TTA TGA  

                     %

F)4220%E./0%GHI%/;720B6450*% F)4220%7B/*68;764B/%IJG,%(=%

&9:;0/70%(8B694:;0%)//B690%"!!

!

MWSHPQFEKIEGRHIJKHLL#II;!;I#LMN;;L#!EMIIOCPM##!;QRKEEPIOR!IKSKKOJS,!

K;#KQKRH-K!#I-EQFC#QN!LLM,O;H##H!-S,SHOLH##!KQJSM)LK-P!#)HFNRHRM-!!

H;PJO#KK;S!RNPF#PK-PO!#FEMMLOSFI!KPIFR)RO-M!OEL)PHFKME!#CCI!,NL!

!

KB3=80%LL%

MJN%))%

OP%

HM%IJM%
ε  
!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(,-)(

$%(.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(,#(456(

%2(2),+.-)7($%(8,#)-9(((

!"#9(:')**$&$)%#;<<5=<((

>?+(691@(A;1(BCDE;49F113(

,++.2$%B(,DD(G,$-+('*(:H+(

-)+$7.)+(*'-2(&H+#$%)+((

(

((!"#9(:')**$&$)%#;<<IF6(

>?+(691@(A;1(BCDE;49<JI3(

,++.2$%B(,DD(:H+(-)+$7.)+(

,-)(-)7.&)7(

(#%

KL)'-)#$&,D(GMN(<9O(

%

!

BT2Q! K78*2! U3! #E-!

!"#$%&%'"!%()*+QR%

-./0!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!

12)*3450%!

2345V%

$0*4*6)/70%

)3(%

")8)76984*64:;0*!6*!'3!%&+4789%7(&+!

!

!

!

<=>0764?*%
@%&;80A(84308%!"#$%&%'"!%5)/*%20*%7B8(*%5C4/72;*4B/*%%

"2B/)E0!"!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!B'(<&4!97('(4?4!
20dcirECf GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCTTGAAAAAAAG !
20dcirECr CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTCACAAA!!

C378(%*!"!D-E,F%

&9:;0/70%/;7294:;0%)//B690%"!!
!
       streptag           facteur XA      DCIR ECD     
ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCGAAGGGCGC CAA AAA TAT TCT CAG CTT CTT GAA AAA 
 AAG ACT ACA AAA GAG CTG GTT CAT ACA ACA TTG GAG TGT GTG AAA AAA AAT ATG  
CCC GTG GAA GAG ACA GCC TGG AGC TGT TGC CCA AAG AAT TGG AAG TCA TTT AGT TCC 
 AAC TGC TAC TTT ATT TCT ACT GAA TCA GCA TCT TGG CAA GAC AGT GAG AAG GAC  
TGT GCT AGA ATG GAG GCT CAC CTG CTG GTG ATA AAC ACT CAA GAA GAG CAG GAT TTC 
 ATC TTC CAG AAT CTG CAA GAA GAA TCT GCT TAT TTT GTG GGG CTC TCA GAT CCA  
GAA GGT CAG CGA CAT TGG CAA TGG GTT GAT CAG ACA CCA TAC AAT GAA AGT TCC ACA 
 TTC TGG CAT CCA CGT GAG CCC AGT GAT CCC AAT GAG CGC TGC GTT GTG CTA AAT  
TTT CGT AAA TCA CCC AAA AGA TGG GGC TGG AAT GAT GTT AAT TGT CTT GGT CCT CAA 
 AGG TCA GTT TGT GAG ATG ATG AAG ATC CAC TTA TGA  

                     %

F)4220%E./0%SGN%/;720B6450*% F)4220%7B/*68;764B/%IJNQ%(=%

&9:;0/70%(8B694:;0%)//B690%"!!

!

MWSHPQFEKIEGRHIJKHLL#II;!;I#LMN;;L#!EMIIOCPM##!;QRKEEPIOR!IKSKKOJS,!

K;#KQKRH-K!#I-EQFC#QN!LLM,O;H##H!-S,SHOLH##!KQJSM)LK-P!#)HFNRHRM-!!

H;PJO#KK;S!RNPF#PK-PO!#FEMMLOSFI!KPIFR)RO-M!OEL)PHFKME!#CCI!,NL!

%

KB3=80%LL%

MJN%))%

OP%

HM%IJM%
ε  
!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(,-)(

$%(.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(,#(456(

%2(2),+.-)7($%(8,#)-9(((

!"#9(:')**$&$)%#;<<5=<(>?+(

691@(A;1(BCDE(;49F113(

,++.2$%B(,DD(G,$-+('*(:H+(

-)+$7.)+(*'-2(&H+#$%)+((

(

((!"#9(&')**$&$)%#(;<<IF6(

>?+(691@(A;1(BCDE(;49<JI3(

,++.2$%B(,DD(:H+(-)+$7.)+(

,-)(-)7.&)7(

 

(#%

KL)'-)#$&,D(GMN(<9O(

%

%

K78*2! U3! #E-!



!"#$%&'("!%)*+,-%

./0*!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!

1234567*%!

2*34/%

$*464+308*%

35)%

"3938+:964+6;<*4!5*!'6!%&+7389%3(&+!!

!

!

!

=>?*8+6@4!
'%&<9*A)965*9%!"#$%&%("!%7304%2*4%8B9)4%7C6082<46B04%

"2B03D*!"!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&7!93('(7<7!
20dcirECf GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCTTGAAAAAAAG !
20dcirECr CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTCACAAA!!

=638(%*!"!>-?,@!

&:;<*08*%0<82:6;<*%300B+:*%"!!
 
       streptag             facteur XA      DCIR ECD       
ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCGAAGGGCGC CAA AAA TAT TCT CAG CTT CTT GAA AAA 
 AAG ACT ACA AAA GAG CTG GTT CAT ACA ACA TTG GAG TGT GTG AAA AAA AAT ATG  
CCC GTG GAA GAG ACA GCC TGG AGC TGT TGC CCA AAG AAT TGG AAG TCA TTT AGT TCC 
 AAC TGC TAC TTT ATT TCT ACT GAA TCA GCA TCT TGG CAA GAC AGT GAG AAG GAC  
TGT GCT AGA ATG GAG GCT CAC CTG CTG GTG ATA AAC ACT CAA GAA GAG CAG GAT TTC 
 ATC TTC CAG AAT CTG CAA GAA GAA TCT GCT TAT TTT GTG GGG CTC TCA GAT CCA  
GAA GGT CAG CGA CAT TGG CAA TGG GTT GAT CAG ACA CCA TAC AAT GAA AGT TCC ACA 
 TTC TGG CAT CCA CGT GAG CCC AGT GAT CCC AAT GAG CGC TGC GTT GTG CTA AAT  
TTT CGT AAA TCA CCC AAA AGA TGG GGC TGG AAT GAT GTT AAT TGT CTT GGT CCT CAA 
 AGG TCA GTT TGT GAG ATG ATG AAG ATC CAC TTA TGA  

                     %

E3622*%D/0*%FG-%0<82*B+67*4% E3622*%8B04+9<8+6B0%G,FH%)>%

&:;<*08*%)9B+:6;<*%300B+:*%"!!
!

MWSHPQFEKIEGRABCDAEE#BBF!FB#EGHFFE#!?GBBI=JG##!FKLD??JBIL!BDMDDICM,!

DF#DKDLA-D!#B-?K@=#KH!EEG,IFA##A!-M,MAIEA##!DKCMG)ED-J!#)A@HLALG-!!

AFJCI#DDFM!LHJ@#JD-JI!#@?GGEIM@B!DJB@L)LI-G!I?E)JA@DG?!#==B!,HE!

%

IB5>9*%JJ%
KL-%33%

MN%
,K%OLK%

ε  
!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(

,-)($%(.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(

,#(456(%2(2),+.-)7($%(

8,#)-9(((

!"#9(&')**$&$)%#(:;;5<;(

=>+(691?(@:1(ABCD(:49E113(

,++.2$%A(,CC(F,$-+('*(GH+(

-)+$7.)+(*'-2(&H+#$%)+((

(

((!"#9(&')**$&$)%#(:;;IE6(

=>+(691?(@:1(ABCD(:49;JI3(

,++.2$%A(,CC(GH+(-)+$7.)+(

,-)(-)7.&)7(

)#%

KL)'-)#$&,C(FMN(;9O(

%

%

D38*2! N6! #?-!

!"#$%%("!%)*+O-%

./0*!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!!

1234567*%!

2*3O/%

$*464+308*%

P30%

"3938+:964+6;<*4!5*!'6!%&+7389%3(&+!

!

!

%

=>?*8+6@4%
'%&<9*A)965*9%!"#$%("!%7304%2*4%8B9)4%7C6082<46B04%%

"2B03D*!"!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&7!93('(7<7!
20dcirECf GGAATTCCATATGCAAAAATATTCTCAGCTTCTTGAAAAAAAG !
20dcirECr CCGCTCGAGTCATAAGTGGATCTTCATCATCTCACAAA!!

=638(%*!"!>-?,@!

&:;<*08*%0<82:6;<*%300B+:*%"!!
 
    DCIR ECD       
ATG CAA AAA TAT TCT CAG CTT CTT GAA AAA AAG ACT ACA AAA GAG CTG GTT CAT ACA 
ACA TTG GAG TGT GTG AAA AAA AAT ATG CCC GTG GAA GAG ACA GCC TGG AGC TGT TGC 
CCA AAG AAT TGG AAG TCA TTT AGT TCC AAC TGC TAC TTT ATT TCT ACT GAA TCA GCA 
TCT TGG CAA GAC AGT GAG AAG GAC TGT GCT AGA ATG GAG GCT CAC CTG CTG GTG ATA 
AAC ACT CAA GAA GAG CAG GAT TTC ATC TTC CAG AAT CTG CAA GAA GAA TCT GCT TAT 
TTT GTG GGG CTC TCA GAT CCA GAA GGT CAG CGA CAT TGG CAA TGG GTT GAT CAG ACA 
CCA TAC AAT GAA AGT TCC ACA TTC TGG CAT CCA CGT GAG CCC AGT GAT CCC AAT GAG 
CGC TGC GTT GTG CTA AAT TTT CGT AAA TCA CCC AAA AGA TGG GGC TGG AAT GAT GTT 
AAT TGT CTT GGT CCT CAA AGG TCA GTT TGT GAG ATG ATG AAG ATC CAC TTA TGA  

                      %

E3622*%D/0*%F-Q%0<82*B+67*4% E3622*%8B04+9<8+6B0%FR,R%)>%

&:;<*08*%)9B+:6;<*%300B+:*%"!(+5(P9*8!*+!%&9'*98!36;Q!7(3*!%&9298*R$!
!
MQKYSQLLEKKTTKELVHTTLECVKKNMPVEETAWSCCPKNWKSFSSNCYFISTESASWQD 
SEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIFQNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQWVDQTPYNESST 
FWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKRWGWNDVNCLGPQRSVCEMMKIHL 

%
!"#$%&'(('

)*+',,'

-.'

)++/+'

&'

!"#$%&#$'%(&')**$&$)%#+(,-)($%(

.%$#+('*((/
01
(&2

01
3(,#(456(%2(

2),+.-)7($%(8,#)-9((

(!"#9(G')**$&$)%#:(;6IE6((

=>+(691?(@:1(ABCD:(49;4I3(

,++.2$%A(,CC(F,$-+('*(GH+(

-)+$7.)+(*'-2(&H+#$%)+(((

(

(!"#9(&')**$&$)%#(:IJJE6((

=>+(691?(@:1(ABCD:49IJJ3(

,++.2$%A(,CC(GH+(-)+$7.)+(,-)(

-)7.&)7((

'

'

'

'

01'

KL)'-)#$&,C(FMN(;9;O(

'

!

#?-!



!"#$%&'(%"$!%)*(+,%

-./0!"!!#$%&'(!!

!!!!!!!!!!!!!)*+*!,-"!./0.1!

!!!!!!!!!!!!!!!

!

12*(3'40%!

23451%

$0('(5*/60%

*3)%

"*7*6587'(5'9:0(!6*!'3!%&+4789%7(&+!!

!

!

!

;<=065'>(!

?%@:70A)7'307%!"#$%B'(%"$!%4*/(%20%)87')2*(30%40%2*%<*6587'0%)C:7%2DC<50/'7%

4'7065030/5%(C2:<20E%
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&4!97('(4<4!
5'CTACCGTAGCGCAGGCCGCGAGCCATCATCATCATCATCATATCGAAGG 
GCGCTGCCCAAAG 3' 
5'CTTTGGGCCAGCAGCGCCCTTCGATATGATGATGATGATGATGATGGCTC 
GCGGCCTGCGCTACGGTAG 3' 
Matrice : DCIR S CRD pask6 

@89:0/60%/:628'9:0%*//C580%"!(+6(=9*8!*+!%&9'*98!73;>!4(7*!%&9298*?$!
                    ompA                                            link        
ATGATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCC GCTAGC  
                     
   histag        facteur XA      DCIR CRD      
CATCATCATCATCATCATATCGAAGGGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAACTGCTACTTTATT
TCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTGCTGGTGATAAAC
ACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGGCTCTCAGATCCA
GAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGGCATCCACGTGAG
CCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGCTGGAATGATGTT
AATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA 
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MHHHHHHIEGRCPKNWKSFSSNCYFISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIF 
QNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQWVDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKR 
WGWNDVNCLGPQRSVCEMMK 
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5'CTTTAAGAAGGAGATATACAAATGCATCATCATCATCATCATATCGAAG 
GGCGCTGCCCAAAG 3' 
5'CTTTGGGCAGCGCCCTTCGATATGATGATGATGATGATGATGCATTTGTA 
TATATCTCCTTCTTAAAG 3' 
Matrice : DCIR S CRD pask7+ 

@89:0/60%/:628'9:0%*//C580%"!
                     
        histag        facteur XA      DCIR CRD      
ATGCATCATCATCATCATCATATCGAAGGGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAACTGCTACTTT
ATTTCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTGCTGGTGATA
AACACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGGCTCTCAGAT
CCAGAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGGCATCCACGT
GAGCCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGCTGGAATGAT
GTTAATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA 
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MHHHHHHIEGRCPKNWKSFSSNCYFISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIF 
QNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQWVDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKR 
WGWNDVNCLGPQRSVCEMMK 
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!:'(;&4!97('(4<4!
5'CTACCGTAGCGCAGGCCGCGAGCCATCATCATCATCATCATATCGAAGG 
GCGCCAAAAATATTC 3' 
5'GAATATTTTTGGCGCCCTTCGATATGATGATGATGATGATGATGGCTCGC 
GGCCTGCGCTACGGTAG 3' 
Matrice : DCIR S ECD pask6%

A9:;1071%0;739':;1%+00D691%"!!
                    ompA                                            link        
ATGATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCC GCTAGC  
 
   histag        facteur XA      DCIR ECD       
CATCATCATCATCATCATATCGAAGGGCGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAACTGCTACTTTATT
TCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTGCTGGTGATAAAC
ACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGGCTCTCAGATCCA
GAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGGCATCCACGTGAG
CCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGCTGGAATGATGTT
AATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA 
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5'CTTTAAGAAGGAGATATACAAATGCATCATCATCATCATCATATCGAAG 
GGCGCCAAAAATATTC 3' 
5'GAATATTTTTGGCGCCCTTCGATATGATGATGATGATGATGATGCATTTG 
TATATCTCCTTCTTAAAG 3' 
Matrice : DCIR S ECD pask7+ 
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        histag        facteur XA      DCIR ECD       
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MHHHHHHIEGRQKYSQLLEKKTTKELVHTTLECVKKNMPVEETAWSCCPKNWKSFSSNCY 
FISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIFQNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQW 
VDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKRWGWNDVNCLGPQRSVCEMMKIHL*  
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A9:;1071%0;739':;1%+00C691%"!!
                     
        histag        facteur XA   GGG     DCIR CRD      
ATGCATCATCATCATCATCATATCGAAGGGCGCGGCGGCGGCTGCCCAAAGAATTGGAAGTCATTTAGTTCCAAC
TGCTACTTTATTTCTACTGAATCAGCATCTTGGCAAGACAGTGAGAAGGACTGTGCTAGAATGGAGGCTCACCTG
CTGGTGATAAACACTCAAGAAGAGCAGGATTTCATCTTCCAGAATCTGCAAGAAGAATCTGCTTATTTTGTGGGG
CTCTCAGATCCAGAAGGTCAGCGACATTGGCAATGGGTTGATCAGACACCATACAATGAAAGTTCCACATTCTGG
CATCCACGTGAGCCCAGTGATCCCAATGAGCGCTGCGTTGTGCTAAATTTTCGTAAATCACCCAAAAGATGGGGC
TGGAATGATGTTAATTGTCTTGGTCCTCAAAGGTCAGTTTGTGAGATGATGAAGTGA 
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MHHHHHHIEGRGGGCPKNWKSFSSNCYFISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIF 
QNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQWVDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKR 
WGWNDVNCLGPQRSVCEMMK 
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        histag        facteur XA   GGG     DCIR ECD       
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MHHHHHHIEGRGGGQKYSQLLEKKTTKELVHTTLECVKKNMPVEETAWSCCPKNWKSFSSNC
Y FISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIFQNLQEESAYFVGLSDPEGQRHWQW 
VDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKRWGWNDVNCLGPQRSVCEMMKIHL*  
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MVHATSPLLLLLLLSLALVAPGLSARKCSLTGKWTNDLGSNMTIGAVNSRGEFTGTYITAVTATSNEIKESP 
 
LHGTQNTINKRTQPTFGFTVNWKFSESTTVFTGQCFIDRNGKEVLKTM WLLRSSVNDIGDDWKATRVGINI 
 
FTRLRTQKELPRTGGGCPKNWKSFSSNCYFISTESASWQDSEKDCARMEAHLLVINTQEEQDFIFQNLQEES 
        peptide                    DCIR GGG CRD 
AYFVGLSDPEGQRHWQWVDQTPYNESSTFWHPREPSDPNERCVVLNFRKSPKRWGWNDVNCLGPQRSVCEMMK 
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Correspondance 

 des noms des composés / noms chimiques/ numéro dans les publications 

 

Noms mentionnés dans cette thèse Noms chimiques 

Noms des composés 

associés aux publications  

(n° publication) 

PsDi PsDi 
6 (n°1) 

1 (n°4) 

Man030 Man030 
4 (n°1) 

2 (n°4) 

6NH2Man030 VP12 7 (n°4) 

NV233 NV233 5 (n°4) 

6NH2PsDi NV243 3 (n°4) 

NV253 NV253 4 (n°4) 

NV270 NV270 6 (n°4) 

Ligands PsDi 

(pour R/D) 
Man054 5 (n°3) 

Ligands Man030 

(pour R/D) 
Man055 9 (n° 3) 

Ligands 6NH2Man030 

(pour R/D) 
Man056 - 

S-4PsDi 
PM08 

(Polyman08) 
- 

S-6PsDi PM09 8.6 (n°1) (n°2) 

S-9PsDi PM20 - 

S-4Man030 PM18 - 

S-6Man030 PM19 8.4 (n°1) (n°2) 

S-9Man030 PM23 - 

C1-4Fuc MTV102 - 

C1-4Man KCl178 - 

C2R1-4Fuc MTV101 - 

C2R1-4Man KCl159 - 

C2R2-4Fuc MTV81 - 

R-4Man R4Man 1.1 (n°3) 

D-4Man D4Man 2.1 (n°3) 

RR-16H RROH 2.0 (n°3) 

RR-16Man RR16Man 3.1 (n°3) 

RR-16PsDi RR16Man054 3.5 (n°3) 

RR-16Man030 RR16Man055 3.9 (n°3) 

RR-16-6NH2Man030 RR16Man056 - 

RD-16Man RD16Man 4.1 (n°3) 

RD-16PsDi RD16Man054 4.5 (n°3) 

RD-16Man030 RD16Man055 4.9 (n°3) 

ROD1-2PsDi PM34 1.7.6 (n°3) 

ROD1-6PsDi PM30 1.5.6 (n°3) 

ROD1-2Man030 PM37 1.7.4 (n°3) 

ROD1-6Man030 PM25 1.5.4 (n°3) 

ROD2-2PsDi PM35 2.7.6 (n°3) 

ROD2-6PsDi PM32 2.5.6 (n°3) 

ROD2-2Man030 PM38 2.7.4 (n°3) 

ROD2-6Man030 PM33 2.5.4 (n°3) 

ROD3-1Man030 PM48/SO143 - 

ROD3-SL (short linker) -2PsDi PM41 3.6 (n°3) 

ROD3-LL (long linker) -2PsDi PM36 3.7.6 (n°3) 

ROD3-SL (short linker) -2Man030 PM40 3.4 (n°3) 

ROD3-LL (long linker) -2Man030 PM39 3.7.4 (n°3) 

ROD3 PM31 3.5.6 (n°3) 

ROD3 PM26 3.5.4 (n°3) 

Annexe n°2



Valeurs des IC50 et KDapp des composés mentionnés dans cette thèse  

 

Les IC50 sont estimés par test compétitif (SPR). Les KDapp sont évalués par interaction directe (SPR). 

Les valeurs du facteur ß (ß) ou facteur de sélectivité (sel) sont entre parenthèses. Les affinités 

mentionnées dans ce tableau sont pour DC-SIGN, excepté les valeurs écrites en rouge correspondant 

aux affinités pour la langerine. 

 

Noms chimiques IC50 KDapp (SPR) autres 

PsDi 
956 µM 

1474 µM (sel 1.5) 

- - 

Man030 
329 µM 

2556 µM (sel 7.7) 

445 µM - 

VP12 
254 µM 

- µM (sel n.a) 

310 µM - 

NV233 
1235 µM 

1933 µM (sel 1.5) 

- - 

NV243 
481 µM 

3440 µM (sel 7.5) 

- - 

NV253 
703 µM 

1236 µM (sel 1.5) 

- - 

NV270 
1366 µM 

4035 µM (sel 2.9) 

- - 

Man054 - - - 

Man055 - - - 

Man056 - - - 

PM08 (Polyman08) 136 µM (ß 1.8) - - 

PM09 32 µM (ß 4.3) - - 

PM20 14 µM (ß 8.0) - - 

PM18 12 µM (ß 6.4) - - 

PM19 5.7 µM (ß 1.6) - - 

PM23 8.3 µM (ß 4.2) - - 

MTV102 26.5 µM (ß 24) - - 

KCl178 45.3 µM (ß 9.5) - - 

MTV101 17 µM (ß 38) - - 

KCl159 14.6 µM (ß 29.5) - - 

MTV81 23.9 µM (ß 26) - - 

R4Man 1009 µM (ß 3) 195 µM - 

D4Man 129 (ß 6) 15 µM - 

RROH - - - 

RR16Man 3.97 µM (ß 49) 6.3 µM - 

RR16Man054 - 1.37 µM - 

RR16Man055 - 1.11 µM - 

RR16Man056 - 18 nM - 

RD16Man 3.17 µM (ß 61) 2.11 µM - 

RD16Man054 - 0.78 µM - 

RD16Man055 - 0.38 µM - 

PM34 295 µM (ß 2) - - 

PM30 34 µM (ß 4) 19.2 µM - 

PM37 61 µM (ß 2) 23 µM - 



PM25 6 µM (ß 8) 5 µM (ß 15) - 

PM35 175 µM (ß 3) - - 

PM32 25 µM (ß 6) - - 

PM38 34 µM (ß 4) 28 µM - 

PM33 7 µM (ß 7) 5.5 µM (ß 13) - 

PM48/SO143 - 
410 µM (ß 1.08) 

858 µM (sel 2.09) 
- 

PM41 36 µM (ß 13) 53 µM - 

PM36 67 µM (ß 7) - - 

PM40 8 µM (ß 17) 
4.47 µM (ß 50) 

21 µM (sel 4.6) 
1.1 µM (ITC) 

PM39 19 µM (ß 7) 32 µM - 

PM31 9 µM (ß 17) - - 

PM26 5 µM (ß 9) 
39 nM  (ß 1902) 

860 nM (sel 22) 

58 nM (ITC) 

68 nM (PL) 

 

 

 

 

 

  



 

 

Sensorgrammmes et courbes modélisées par steady state affinity des 

composés au cours de cette thèse 
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Sensorgrammmes et courbes modélisées par 4-parameter logistic des 

composés au cours de cette thèse 
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Les sensorgrammes obtenus pour l’ensemble des glycomimétiques et les courbes d’inhibition 

de DC-SIGN et de la langerine sont présentés dans le « supplementary materials » de la 

publication n°4 (Annexes n°5). 
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IBS BAG MX1788

Data Acquisition: Vanessa.xml

Type: STATIC

Date: 2016-04-09 22:16:41.0

Proposal: MX1788

Title: IBS BAG

 
Measurements

 
ID MACROMOLECUL

E

BUFFER CONCENTRATION VOLUME EXP. TEMP. TRANS. VISCOSITY WAIT TIME FLOW ENERGY FRAMES TIME PREFIX

1 Tampon_Ca 0.0 40 20.0 100.0 Low 0.0 true

2 CRD Tampon_Ca 8.19999999999999
93

40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:17:32.431652

DCIR_001_ave.dat

3 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:20:00.483172

DCIR_002_ave.dat

4 CRD Tampon_Ca 4.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:22:24.000820

DCIR_003_ave.dat

5 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:24:50.053222

DCIR_004_ave.dat

6 CRD Tampon_Ca 2.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:27:14.800017

DCIR_005_ave.dat

7 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:29:42.337106

DCIR_006_ave.dat

8 CRD Tampon_Ca 1.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:32:04.841426

DCIR_007_ave.dat

9 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:34:31.390442

DCIR_008_ave.dat

10 ECD Tampon_Ca 8.90000000000000
04

40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:36:54.289724

DCIR_009_ave.dat

11 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:39:20.440122

DCIR_010_ave.dat

12 ECD Tampon_Ca 4.5 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:41:46.628488

DCIR_011_ave.dat

13 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:44:12.965151

DCIR_012_ave.dat

14 ECD Tampon_Ca 2.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:46:37.525830

DCIR_013_ave.dat

15 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:49:04.675608

DCIR_014_ave.dat

16 ECD Tampon_Ca 1.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:51:27.950817

DCIR_015_ave.dat

17 Tampon_Ca 0.0 40 20.03 100.0 Low 0.0 true 12.50 2016-04-09
22:53:53.763862

DCIR_016_ave.dat
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IBS BAG MX1788

 
Analysis

 
Sample Guinier Gnom Porod

ID MOLECULE BUFFER CON. (mg/ml) Frames Avg. Rg Points Quality IO Aggregated Rg Total Dmax Volume MM(kD) Vol. Est.

2 CRD Tampon_Ca 8.20  7/10 1.75 96 - 146 0.66 19.83 ± 0.03 False 1.76 0.53 6.01 26.96 13.48 - 17.97

4 CRD Tampon_Ca 4.00 7/10 6/10 1.80 35 - 121 0.84 20.54 ± 0.02 False 1.80 0.55 6.29 28.01 14.00 - 18.67

6 CRD Tampon_Ca 2.00 6/10 8/10 6/10 1.71 33 - 151 0.84 20.10 ± 0.02 False 1.73 0.66 5.98 26.17 13.09 - 17.45

8 CRD Tampon_Ca 1.00 7/10 7/10 5/10 1.79 54 - 136 0.66 20.69 ± 0.07 True 1.74 0.70 5.59 27.12 13.56 - 18.08

10 ECD Tampon_Ca 8.90 7/10 6/10 7/10 3.20 27 - 57 0.77 45.74 ± 0.04 False 3.16 0.50 11.18 52.11 26.06 - 34.74

12 ECD Tampon_Ca 4.50 7/10 9/10 7/10 3.12 17 - 60 0.86 45.29 ± 0.03 False 3.11 0.59 10.91 51.78 25.89 - 34.52

14 ECD Tampon_Ca 2.00 7/10 9/10 7/10 3.00 42 - 81 0.72 49.78 ± 0.07 False 3.02 0.61 9.59 50.99 25.49 - 33.99

16 ECD Tampon_Ca 1.00 9/10 9/10 9/10 2.93 32 - 82 0.71 46.88 ± 0.10 False 3.00 0.84 10.24 51.44 25.72 - 34.30
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IBS BAG MX1788

Measurement Scattering Guinier Kratky Gnom

ID: 2

MOLECULE: CRD

BUFFER: Tampon_Ca

CON. (mg/ml): 8.20

Frames Avg.:  7/10

Rg: 1.75

Points: 96 - 146

Quality: 0.66

IO: 19.83 ± 0.03

Aggregated: False

Rg: 1.76

Total: 0.53

Dmax: 6.01

Volume: 26.96

MM(kD) Vol. Est.: 13.48 - 17.97

ID: 4

MOLECULE: CRD

BUFFER: Tampon_Ca

CON. (mg/ml): 4.00

Frames Avg.: 7/10 6/10

Rg: 1.80

Points: 35 - 121

Quality: 0.84

IO: 20.54 ± 0.02

Aggregated: False

Rg: 1.80

Total: 0.55

Dmax: 6.29

Volume: 28.01

MM(kD) Vol. Est.: 14.00 - 18.67

ID: 6

MOLECULE: CRD

BUFFER: Tampon_Ca

CON. (mg/ml): 2.00

Frames Avg.: 6/10 8/10 6/10

Rg: 1.71

Points: 33 - 151

Quality: 0.84

IO: 20.10 ± 0.02

Aggregated: False

Rg: 1.73

Total: 0.66

Dmax: 5.98

Volume: 26.17

MM(kD) Vol. Est.: 13.09 - 17.45
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IBS BAG MX1788

ID: 8

MOLECULE: CRD

BUFFER: Tampon_Ca

CON. (mg/ml): 1.00

Frames Avg.: 7/10 7/10 5/10

Rg: 1.79

Points: 54 - 136

Quality: 0.66

IO: 20.69 ± 0.07

Aggregated: True

Rg: 1.74

Total: 0.70

Dmax: 5.59

Volume: 27.12

MM(kD) Vol. Est.: 13.56 - 18.08

ID: 10 MOLECULE: ECD

BUFFER: Tampon_Ca CON. (mg/ml): 8.90

Frames Avg.: 7/10 6/10 7/10 Rg: 3.20

Points: 27 - 57 Quality: 0.77

IO: 45.74 ± 0.04 Aggregated: False

Rg: 3.16 Total: 0.50

Dmax: 11.18 Volume: 52.11

ID: 12 MOLECULE: ECD

BUFFER: Tampon_Ca CON. (mg/ml): 4.50

Frames Avg.: 7/10 9/10 7/10 Rg: 3.12

Points: 17 - 60 Quality: 0.86

IO: 45.29 ± 0.03 Aggregated: False

Rg: 3.11 Total: 0.59

Dmax: 10.91 Volume: 51.78
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IBS BAG MX1788

ID: 14 MOLECULE: ECD

BUFFER: Tampon_Ca CON. (mg/ml): 2.00

Frames Avg.: 7/10 9/10 7/10 Rg: 3.00

Points: 42 - 81 Quality: 0.72

IO: 49.78 ± 0.07 Aggregated: False

Rg: 3.02 Total: 0.61

Dmax: 9.59 Volume: 50.99

ID: 16 MOLECULE: ECD

BUFFER: Tampon_Ca CON. (mg/ml): 1.00

Frames Avg.: 9/10 9/10 9/10 Rg: 2.93

Points: 32 - 82 Quality: 0.71

IO: 46.88 ± 0.10 Aggregated: False

Rg: 3.00 Total: 0.84

Dmax: 10.24 Volume: 51.44
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Supplementary materials : 

Synthesis of glycodendrimers-raft : 

General procedures 

All chemical reagents were purchased from Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) orAcros (Noisy-

Le-Grand, France). All protected amino acids and Fmoc-Gly-Sasrin® resin was obtained from 

Advanced ChemTech Europe (Brussels, Belgium). For peptides and glycopeptides, analytical RP-

HPLC was performed on Waters system equipped with a Waters 2695 separations module and a 

Waters 2487 Dual Absorbance UV/Visible Detector. Analysis was carried out at 1.23 mL/min (EC 

125/3 nucleosil 300-5 C18) with UV monitoring at 214 nm using a linear A–B gradient (buffer A: 

0.09% CF3CO2H in water; buffer B: 0.09% CF3CO2H in 90% acetonitrile). Purifications were 

carried out at 22.0 mL/min (VP 250/21 nucleosil 100-7 C18) with UV monitoring at 214 nm and 250 

nm using a linear A–B gradient.  

1H and 13C NMR spectra were recorded on BrukerAvance 400 MHz spectrometer and chemical shifts 

(δ) were reported in parts per million (ppm). Spectra were referenced to the residual proton solvent 

peaks relative to the signal of CD3OD (δ 3.31 and 49.0 ppm for 
1
H and 

13
C), assignments were done 

by GCOSY, DEPT-135° and HSQC experiments. Standard abbreviations s, d, t, dd, bs, m, refer to 

singlet, doublet, triplet, doublet of doublet, broad singlet, multiplet.  

ESI
+
-MS spectra were recorded on ThermoFischer LCQ apparatus, at university of Milano. HRMS 

spectra were measured on a Waters Xevo G2-S QTof at Mass Spectrometry facility, PCN-ICMG of 

Grenoble. MALDI-TOF MS were performed on a Autoflex (Bruker Daltonics) using sinapinic acid 

matric (Sigma, 10 mg/mL in acetonitrile/water-0.1% TFA 50 :50) at the mass spectrometry plateform 

of Institut de Biologie Structurale of Grenoble. 
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1. Bis- Methyl Ester 5 synthesis : 

 

 

 

Scheme 1 : Synthesis of compound 5 

 

To a solution of 2 azide (98.9 mg, 213 µmol) in freshly distilled MeOH (10 mL), under anhydrous 

conditions, TFA (19 µL, 248 µmol) was added. After 10 min stirring at room temperature, a catalytic 

amount of Pd/C was added, and the suspension was stirred under a H2 atmosphere for 45 minutes. 

TLC (CH2Cl2:MeOH:H2O 8:2:0.25 v/v/v) revealed consumption of the starting material. The reaction 

mixture was then filtered through a Celite pad, washed with MeOH, concentrated under vacuum to 

give compound Man054-NH2 as TFA salt. The reaction crude was used for the next reaction without 

any purification.  

ESI+-MS m/z: calcd for C18H31NO11Na [M+Na]+: 460.2, found: 460.5. 

 

5 

 

Formula Weight: 510,49 

Formula: C
20

H
34

N
2
O

13 

 

2.  

 

To a solution of crude 3 in dry DMF (10 mL) containing DIPEA (45 µL, 287 µmol), compound 

BocHNOCH2COOSu (92.2 mg, 320 µmol) was added and the reaction was stirred at room 

temperature for 30 minutes. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure to dryness, 

then 10 mL of a TFA:CH2Cl2:NH2OH (60:38:2, v/v/v) cocktail were added. The reaction was stirred 

for 1 hour, then solvent mixture was concentrated and ice-cold Et2O (20 mL) was added to the residue 

to give a white precipitate. After centrifugation, the precipitate was washed with Et2O (10 mL), dried, 

then purified by preparative RP-HPLC [0-30% buffer B in 30 min] to give pure compound 5 (67.8 

mg) as white powder after lyophilisation, with a 62% yield over three steps. 

 

H spectrum : 

 

 

δH (400 MHz, CD3OD) 1.738-1.825 (2H, m, H-6a, H-3b), 2.023-2.105 (2H, m, H-6b, H-3a), 2.815-

2.936 (2H, m, H-4, H-5), 3.443 (2H, t, J = 5.3 Hz, -CH2NH-), 3.511-3.694 (13H, m, 2 x -CH3, -

OCH2-, H-1, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’b), 3.833-3.875 (2H, m, H-2’, H-6’a), 3.988 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-

2), 4.446 (2H, bs, -COCH2ONH2), 4.931 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-1’) 

C spectrum : 

δC (100 MHz, CD3OD) 28.823 (C-3), 28.900 (C-6), 40.253, 40.362, 40.406 (C-4, C-5, -CH2NH-), 

52.436 (2 x -OCH3), 63.096 (C-6’), 68.315 (-OCH2-), 68.666 (C-4’), 72.399, 72.436, 72.521 (C-2, C-

2’, C-3’), 73.086 (-COCH2ONH2), 75.638, 75.664 (C-5’, C-1), 100.419 (H-1’), 176.967, 176.993 (2 x 

C=O) 

O

OH

HO
HO

OMeOOC

MeOOC

OH

O

NH

O

ONH2

1

6
5

4

3
2

1'2'
3'

4'
5'
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ESI+-MS m/z: calcd for C20H35N2O13 [M+H]+: 511.5, found: 511.4 

 

 

HRMS (ESI-TOF) m/z :calcd for C20H35N2O13 [M+H]+: 511.2139, found: 511.2146 (error =  +1.4 

ppm). 

 

 

 

 

 

 

RP-HPLC: Rt = 6.72 min (C18, λ = 214 nm 0-30% B in 15 min) 

 



2. Bis-benzylamide 9 synthesis : 

 

Scheme 2: Synthesis of bis-benzylamide 9 

 

 

To a solution of azide 6 (113 mg, 168 µmol) in freshly distilled MeOH (17 mL), under anhydrous 

conditions, TFA (15 µL, 196 µmol) was added. After 10 min stirring at room temperature, 350 mg of 

Lindlar-Pd was added, and the suspension was stirred overnight under a H2 atmosphere. The reaction 

was monitored through TLC analysis (CHCl3:MeOH 7:3 v/v). The reaction mixture was then filtered 

through a Celite pad, washed with MeOH, concentrated under vacuum to give compound 6 as TFA 

salt. The reaction crude was used for the next reaction without any purification. ESI+-MS m/z: calcd 

for C32H46N3O11 [M+H]
+
: 648.3, found: 648.4; calcd for C32H45N3O11Na [M+Na]

+
: 670.3, found: 

670.5.  

To a solution of crude 7 in dry DMF (10 mL) containing DIPEA (40 µL, 230 µmol), compound 

BocHNOCH2COOSu (72.6 mg, 252 µmol) was added and the reaction was stirred at room 

temperature for 30 minutes. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure to dryness, 

then 10 mL of a TFA:CH2Cl2:NH2OH (60:38:2, v/v/v) cocktail were added. The reaction was stirred 

for 1 hour, then solvent mixture was concentrated and ice-cold Et2O (20 mL) was added to the residue 

to give a white precipitate. After centrifugation, the precipitate was washed with Et2O (10 mL), dried, 

then purified by preparative RP-HPLC [0-30% buffer B in 30 min] to give pure compound 9 (80.5 

mg) as white powder after lyophilisation, with a 66% yield over three steps. 
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Formula Weight : 720,76 

Formula : C34H48N4O13 

 

H spectrum : 

δH (400 MHz, CD3OD) 1.903-1.944 (4H, m, H-6a, H-6b, H-3a, H-3b), 2.841-2.931 (2H, m, H-4, H-

5), 3.448 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2NH-), 3.551-3.596 (3H, m, H-1, H-4’, 1 x -OCH2-), 3.652-3.730 

(4H, m, H-5’, H-3’, H-6’b, 1 x -OCH2-), 4.003 (1H, d, J = 2.9 Hz, H-2), 4.290 (4H, bs, Ar-CH2-OH), 

4.414 (2H, bs, -COCH2ONH2), 4.560 (4H, bs, CONH-CH2-Ar), 4.930 (1H, d, J = 1.45 Hz, H-1’), 

7.204-7.287 (8H, m, Ar-H) 

 

  

 

C spectrum : 

δC (100 MHz, CD3OD) 28.860 (C-3), 29.498 (C-6), 40.445 (-CH2NH-), 41.788, 41.914 (C-4, C-5), 

43.703 (CONH-CH2-Ar), 63.111 (C-6’), 64.911 (Ar-CH2-OH), 68.041 (-OCH2-), 68.824 (C-4’), 

O

OH

HO
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OH



72.302, 72.373, 72.572 (C-2, C-2’, C-3’), 73.246 (-COCH2ONH2), 75.528 (C-1), 75.956 (C-3’), 

100.237 (C-1’), 128.170, 128.176, 128.378, 128.409 (8 x CHAr), 138.973, 139.020, 141.597, 141.605 

(4 x CAr), 176.947, 176.987 (2 x C=O) 

 

 

HRMS (ESI+-TOF) m/z: calcd for C34H49N4O13 [M+H]+: 721.3296, found: 721.3301 (error =  +0.7 

ppm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESI+-MS m/z: calcd for C34H49N4O13 [M+H]+: 721.8, found: 721.8  

 

 

RP-HPLC for compound 9: Rt = 4.84 min (C18, λ = 214 nm 0-30% B in 15 min).  

 



General coupling by oxime ligation : 

 

 

 

Scheme 3 : General synthesis for compound 3.5, 3.9, 4.5, 4.9.  

3. Synthesis of compound 3.5 : 

                   

   compound 3.5       5 

  Formula Weight : 14321,5(5) 

               Formula : C603H941N111O286 

 

A solution of 3.0 (5.2 mg,  0.81 µmol) and 5 (12.2 mg, 23.9 µmol) in water (200 µL) containing 0.1% 

of TFA was heated at 37°C for 45 minutes. The reaction mixture was directly purified through 

preparative RP-HPLC [5-100% buffer B in 30 min], to afford compound 3.5 (8.0 mg, 69% yield) as 

white powder after lyophilisation. 

MALDI-TOF m/z: calcd for C603H942N111O286 [M+H]+: 14322.5 , found: 14328.6 (+6.1, error = 426 

ppm) 

 

RP-HPLC: Rt = 5.38 min (C18, λ = 214 nm 5-100% B in 15 min) 



 

 

 

4. Synthesis of compound 4.5 : 

 

A solution of 4.0 (5.0 mg,  1.05 µmol) and 5 (15.7 mg, 30.6 µmol) in water (200 µL) containing 0.1% 

of TFA was heated at 37°C for 45 minutes. The reaction mixture was directly purified through 

preparative RP-HPLC [5-100% buffer B in 30 min], to afford compound 4.5 (8.7 mg, 66% yield) as 

white powder after lyophilisation. 

 

 

compound 4.5         5 

   Formula Weight : 12643,6 

  Formula : C523H825N91O266 

 

 

 

 

 

 

MALDI-TOF m/z: calcd for C523H826N91O266 [M+H]+: 12644.6 , found: 12651.5 (+6.9, error = 

546 ppm. 

 

RP-HPLC: Rt = 5.26 min (C18, λ = 214 nm 5-100% B in 15 min) 

 

 

 

5. Synthesis of 3.9: 

 

A solution of 3.0 (3.9 mg,  0.60 µmol) and 9 (12.1 mg, 16.8 µmol) in water (200 µL) containing 0.1% 

of TFA was heated at 37°C for 45 minutes. The reaction mixture was directly purified through 

preparative RP-HPLC [5-100% buffer B in 30 min], to afford compound 3.9 (6.8 mg, 64% yield) as 

white powder after lyophilisation. 

 



 

   Compound 3.9     9 

Formula Weight : 17685,9(7) 

Formula : C827H1165N143O286 

 

MALDI-TOF m/z: calcd for C827H1166N143O286 [M+H]+: 17686.9 , found: 17691.4 (+4.3, error = 

254 ppm) 

 

 

RP-HPLC: Rt = 5.13 min (C18, λ = 214 nm 5-100% B in 15 min) 

 

 

6. Synthesis of compound 4.9 : 

 

A solution of 4.0 (3.0 mg,  0.63 µmol) and 9 (12.6 mg, 17.5 µmol) in water (200 µL) containing 0.1% 

of TFA was heated at 37°C for 45 minutes. The reaction mixture was directly purified through 

preparative RP-HPLC [5-100% buffer B in 30 min], to afford compound 4.9 (6.9 mg, 68% yield) as 

white powder after lyophilisation. 

        

                                 compound 4.9        9 

                      Formula Weight : 16008,0 

                  Formula : C747H1049N123O266 

 

MALDI-TOF m/z: calcd for C747H1050N123O266 [M+H]
+
: 16009.0, found: 16015.2 (+6.2, error = 387 

ppm) 

 

 

 



 

RP-HPLC: Rt = 5.01 min (C18, λ = 214 nm 5-100% B in 15 min) 
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"#$%&'!()*! +,-#.#/#0,!01!234(+56!732!89:;! <=,$'&#,!732!8>:;! <=,$'&#,!732!?@AA9!83:;! <=,$'&#,!732!?B)B!82:!

C#/-!>(94D=,,0/&#0E'!E%&1=F'G!H'F/#,E! 8@I!JD:!=,K! #,F&'=E#,$!F0,F',/&=/#0,!5<F69F!=&'!F04#,L'F/'K!0M'&!

/-'!E%&1=F'G!
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C#/-!>(94D=,,0/&#0E'!E%&1=F'G!H'F/#,E!8@I!JD:!=,K!#,F&'=E#,$!F0,F',/&=/#0,!5<F6(!=&'!F04#,L'F/'K!0M'&!/-'!

E%&1=F'G!!
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"#$%&'!()*! +,-#.#/#0,!01!234(+56!732!89:;! <=,$'&#,!732!8>:;! <=,$'&#,!732!?@AA9!83:;! <=,$'&#,!732!?)B)!82:!

C#/-!>(94D=,,0/&#0E'!E%&1=F'G!H'F/#,E!8@I!JD:!=,K!#,F&'=E#,$!F0,F',/&=/#0,!5<F69FL(!=&'!F04#,M'F/'K!0N'&!

/-'!E%&1=F'G!
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"#$%&'!(O*! +,-#.#/#0,!01!234(+56!732!89:;! <=,$'&#,!732!8>:;! <=,$'&#,!732!?@AA9!83:;! <=,$'&#,!732!?)B)!82:!

C#/-!>(94D=,,0/&#0E'!E%&1=F'G!H'F/#,E!8@I!JD:!=,K!#,F&'=E#,$!F0,F',/&=/#0,!5<F6(L(!=&'!F04#,M'F/'K!0N'&!

/-'!E%&1=F'G!!

26 

 

26 

 

!

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 100 200 300 400 500 600

R
e
la

ti
v
e
 R

e
s
p
o
n
s
e
, 
R

U

Time, s

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 100 200 300 400 500 600

R
e
la

ti
v
e
 R

e
s
p
o
n
s
e
, 
R

U

Time, s

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 100 200 300 400 500 600

R
e
la

ti
v
e
 R

e
s
p
o
n
s
e
, 
R

U

Time, s

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 100 200 300 400 500 600

R
e
la

ti
v
e
 R

e
s
p
o
n
s
e
, 
R

U

Time, s

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 100 200 300 400 500 600

R
e
la

ti
v
e
 R

e
s
p
o
n
s
e
, 
R

U

Time, s

!

"#$%&'! (P*! +,-#.#/#0,! 01! 234(+56! 732! C#/-! >(94D=,,0/&#0E'! E%&1=F'G! H'F/#,E! 8@I! JD:! =,K! #,F&'=E#,$!

F0,F',/&=/#0,E!01!B;!);!O;!P;!=,K!L!=&'!F04#,M'F/'K!0N'&!/-'!E%&1=F'G!!
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"#$%&'! (L*! +,-#.#/#0,! 01! H=,$'&#,! 732! C#/-! >(94D=,,0/&#0E'! E%&1=F'G! H'F/#,E! 8@I! JD:! =,K! #,F&'=E#,$!

F0,F',/&=/#0,E!01!B;!);!O;!P;!=,K!L!=&'!F04#,M'F/'K!0N'&!/-'!E%&1=F'G!!
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Stereoselective innovative synthesis and biological
evaluation of new real carba analogues of minimal
epitope Mana(1,2)Man as DC-SIGN inhibitors†

Vittorio Bordoni,a Vanessa Porkolab,b Sara Sattin,c Michel Thépaut,b Ileana Frau,a

Lucilla Favero,a Paolo Crotti,*a Anna Bernardi,c Franck Fieschib and Valeria Di
Bussolo*d

Antagonists of the C-type lectin DC-SIGN are promising therapeutic agents against viruses and bacteria.

The development of glycomimetic ligands for DC-SIGN has so far proved to be challenging, since this

membrane-protein presents four carbohydrate-binding domains (CRD) that specifically recognize

mannose and fucose. In the recent past, we were able to develop inhibitors mimicking the minimal

natural epitope Mana(1,2)Man using a mannoside with conformationally restricted dimethyl

cycloexandicarboxylate-based aglycons designed to exploit the high enzymatic stability and to generate

multivalent or solid supported systems as potent lectin ligands. Herein we describe the innovative

synthesis of a different class of pseudodisaccharides, mimics of the natural Mana(1,2)Man moiety,

characterized by the presence of a real D-carbamannose unit instead of a simpler mimic structure. Their

chemical synthesis and biological activity using an SPR inhibition assay are reported. These

pseudodisaccharides display inhibition values similar to those of the natural disaccharide Mana(1,2)Man,

with a good affinity for DC-SIGN and can be considered as possible candidates for further structural

modifications towards improved inhibitors.

Introduction

A broad range of biological processes including cellular adhe-

sion, signalling, migration and infection are mediated by

carbohydrate–lectin interactions.1–4 In this framework, DC-SIGN

(Dendritic Cell-Specic Intercellular adhesion molecule-3

(ICAM-3)-Grabbing Non-integrin) is a C-type lectin involved in

the recognition of viruses and pathogens at the mucosal level.

In particular, the interaction between gp120 on the surface of

HIV-1 and DC-SIGN allows the delivery of the virus to tissues

rich in CD4+ T cells, such as lymphoid organs, playing therefore

a crucial role in the infection process at the mucosal level.5,6 The

main carbohydrate ligand present on gp120 and recognized by

the DC-SIGN carbohydrate-binding domains (CRDs) is the high

mannose glycan Man9(GlcNAc)2 (Man9, 1, Fig. 1). Therefore,

derived glycomimetic structures can inhibit DC-SIGN action

and are of high interest against HIV infections as antiviral

agents.7–17 Notably, the 1,2-mannobioside disaccharide unit,

Mana(1,2)Man 2 (Fig. 1), contained in all three arms D1, D2 and

D3 of Man9, is one of the minimal epitopes for binding to DC-

SIGN. Its incorporation into gold glyconanoparticles (Au-GNPs)

increases the inhibitory activity by more than four orders of

magnitude compared to that of the monovalent disaccharide,18

underlining the efficiency of this epitope and the importance of

polyvalent systems. We previously reported that disaccharide

mimetics 3a–c (Fig. 1) possess a three-dimensional structure

and a conformational behaviour comparable to those of

Mana(1,2)Man 2 and display a micromolar activity against DC-

SIGNmediated Ebola viral infection, demonstrating for the rst

Fig. 1 High mannose glycan Man9(GlcNAc)2 1, minimal epitope
Mana(1,2)Man 2 and chemical structure of disaccharide mimetics 3a–c.
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time that DC-SIGN antagonism by small molecules might be

used to inhibit viral transfection mediated by DC-SIGN.10,17,19

Herein, we describe the innovative synthesis of pseudodi-

saccharides 4 and 5 (Fig. 2), real carba analogues of the natural

disaccharide epitope 2, and their biological evaluation as

prospective DC-SIGN ligands. In our approach, the non

reducing portion of the natural disaccharide Mana(1,2)Man is

replaced by a carbasugar, in view of an improved drug-like

character of the resulting glycomimetic compared to the

natural carbohydrate. Indeed, sugar mimics are generally more

soluble and membrane penetrant, less hydrophilic and less

metabolically labile than the sugars themselves.20

Results and discussion
Synthesis of pseudodisaccharides 4 and 5

The stereoselective synthesis of pseudodisaccharides 4 and 5

proceeds through the construction of skeleton 8 (Scheme 1) by

glycosylation of the new carbamannose glycosyl acceptor 7 with

tetrabenzoyl mannose trichloroacetimidate 6 as typical glycosyl

donor.21

Two carbamannose units 15 and 16 (Scheme 2), carrying

either acetyl or benzyl protecting groups, were prepared and

studied in this reaction. Both were prepared starting from the

pivotal carba epoxy diol 11 obtained by m-CPBA epoxidation of

unsaturated diol 10, in turn prepared from tri-O-acetyl-D-glucal

9 (ref. 22 and 23) as shown in Scheme 2.

Allyl alcohol 10 is stereoselectively epoxidized by m-CPBA,

which reacts with the double bond face syn to the allyl hydroxy

group affording b epoxide 11 as the only reaction product.24,25

Key epoxide 11 was then separately elaborated to give tri-O-

benzyl-5a-carba-b-epoxide (+)-14 (ref. 25) upon treatment with

NaH/BnBr in DMF, or debenzylated at C(6) under reductive

conditions with H2/(10%)Pd–C, to afford b-epoxy triol 12, which

was in situ acetylated (Ac2O/Py) to give tri-O-acetyl-5a-carba-b-

epoxide (+)-13 (ref. 26) (Scheme 2). Epoxides (+)-13 and (+)-14

represent the carbaglycosylating agents which were subjected to

ring opening reaction with freshly prepared 1.3 M 2-azido-1-

ethanol in CH2Cl2,
27 in the presence of a catalytic amount of

Cu(OTf)2 as the Lewis acid catalyst.28 In accordance with reports

by Ogawa and Cumpstey29,30 on the behaviour of 1,2-epoxides

with b-manno conguration, such as (+)-13 and (+)-14, nucleo-

philic attack exclusively occurs in a trans-diaxial fashion, at the

less sterically hindered, and more electronically favoured, oxir-

ane C(1) carbon. This way, the corresponding (2-azidoethoxy)-

Fig. 2 Chemical structures of pseudodisaccharides 4 and 5 real carba

analogues of epitope 2.

Scheme 1 Stereoselective synthesis of skeleton 8.

Scheme 2 Stereoselective synthesis of carbamannose glycosyl

acceptor 15 and 16.

Scheme 3 Stereoselective synthesis of glycoconjugates (�)-4 and

(+)-5.
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cyclohexanol derivatives (+)-15 and (+)-16 are obtained through

a completely C(1)-regio- and anti-stereoselective ring opening

process from (+)-13 and (+)-14, respectively.

The glycosylation reaction of glycosyl acceptors (+)-15 and

(+)-16 by the typical mannosyl donor 6 was successfully carried

out in standard conditions (TMSOTf in CH2Cl2, �20 �C, 2 h), to

afford glycoconjugates (�)-17 and (�)-18 in a completely

a-stereoselective fashion. Catalytic hydrogenolysis of (�)-18

reduced the azido functionality and removed the benzyl pro-

tecting groups to afford pseudodisaccharide (�)-19. Subsequent

Zemplén deprotection provided the nal pseudodisaccharide

(+)-5 with a 2-aminoethoxy chain at the pseudoanomeric C(1) in

69% yield aer recrystallization from i-Pr2O. On the other hand,

Zemplén deprotection of glycoconjugate (�)-17, afforded the 2-

azidoethoxy pseudodisaccharide (�)-4 in 88% yield (Scheme 3).

Preparation of pseudodisaccharides (�)-4 and (+)-5 represents

the rst example of stereoselective synthesis of real carba

analogues of the minimal natural epitope Mana(1,2)Man. Their

activity as DC-SIGN antagonists was thus evaluated using an inhi-

bition assay based on Surface PlasmonResonance (SPR) technique.

DC-SIGN inhibition assays

The affinity of the newly synthesized sugar conjugates 4 and 5

for DC-SIGN was tested by competition experiments using

surface plasmon resonance (SPR), as previously described.11 A

CM4 sensorchip was functionalized with mannosylated Bovine

Serum Albumin (BSA-mannotriose) and a xed amount of the

extracellular domain of DC-SIGN was injected over the surface

with increasing concentrations of ligands. The natural 1,2-

mannobioside 2 and its mimic 3 were used as control. From the

inhibition curves (Fig. 3) and according to a 4-parameter model,

an IC50 of about 1 mM was estimated for all the compounds.

These data show that the new pseudodisaccharides (+)-5 and

(�)-4 have inhibitory potency similar to the natural disaccha-

ride Mana1-2Man. The IC50 values extracted from the inhibition

curves are 964� 14.6 mM for 2, 941� 20.2 mM for 3, 1467� 32.1

mM for 4 and 1453 � 30.6 mM for 5. Taking into account their

enzymatic stability, (+)-5 and (�)-4 could be therefore

considered as possible candidates to prepare multivalent

systems to be used as inhibitors of viral infection.

Conclusions

We have successfully planned and achieved the innovative ster-

eoselective synthesis of the two glycoconjugates (�)-4 and (+)-5,

which were intended to represent mimics of the natural

Mana(1,2)Man moiety, characterized by the presence of a real D-

carbamannose unit. These glycoconjugates were designed to

mime the minimal natural epitope Mana(1,2)Man of the high

mannose glycan Man9(GlcNAc)2, which is the main carbohydrate

ligand recognized by DC-SIGN. The biological activity was eval-

uated using an SPR inhibition binding assay and encouraging

IC50 values, similar to the natural disaccharide Mana1-2Man 2

and to the previously reported mimic 3, were obtained for the

new pseudodisaccharides (�)-4 and (+)-5. Compounds 2 and 3

have different bindingmodes in the DC-SIGN binding site19,31 but

very similar binding affinity. Binding inhibition data alone do not

allow for the time being to speculate on which of these modes is

adopted by the new carbasugar derivatives 4 and 5 and thus to

interpret their activity on a structural basis. These data, however,

conrm the validity of the DC-SIGN antagonism by small mole-

cules approach and pave the way to more extensive studies of

enzymatically stable glycoconjugates to be used for the prepara-

tion of multivalent systems as DC-SIGN inhibitors.

Experimental
Materials and methods

All solvents and chemicals were used as purchased without

further purication. Chromatographic separations were per-

formed on silica gel columns by ash (Kieselgel 40, 0.040–0.063

mm; Merck) or by automated chromatography with Isolera®

Biotage. Reactions were followed by thin-layer chromatography

(TLC) on Merck aluminum silica gel (60 F254) sheets that were

visualized under a UV lamp. Evaporation was performed in

vacuo (rotating evaporator). Sodium sulfate was always used as

the drying agent. Melting points were determined with a Koer

hot-stage apparatus and are uncorrected. Optical rotations were

Fig. 3 Inhibition of DC-SIGN extracellular domain (DC-SIGN ECD) binding to immobilized mannosylated-bovine serum albumin (BSA) using

surface plasmon resonance (SPR). (A and B) Sensorgrams of DC-SIGN ECD inhibition by increasing concentrations of compound 4 and 5,

respectively, from 0 mM to 5000 mM. (C) Comparison of the inhibitory potency of 2 (B), 3 (,), 4 (C), and 5 (-) toward the DC-SIGN ECD

mannosylated-BSA interaction determined by competition assays.
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measured with a ATAGO AP-300 Automatic Polarimeter at 25 �C.

Proton (1H) and carbon (13C) NMR spectra were obtained with

a Bruker Avance 250 MHz spectrometer using the indicated

deuterated solvents. Chemical shis are given in parts per

million (ppm) (d relative to residual solvent peak for 1H and 13C).

FTIR spectra were obtained with an IR Cary 600 FTIR (Agilent

Tecnologies). Yields refer to isolated and puried products. High-

resolution mass spectrometry (HRMS) analysis were performed

using a Waters Xevo® G2-S QTof at Mass Spectrometry facility,

PCN-ICMG of Grenoble. Compounds are dissolved in 1 : 1

acetonitrile/water (concentration 1 � 10�5 M).

Synthetic procedures

6-O-Benzyl-1,2-anhydro-5a-carba-b-D-mannopyranose (11).

MCPBA (0.627 g, 3.64 mmol, 1.2 equiv.) was added to a solution

of trans diol 10 (ref. 22) (0.709 g, 3.03 mol, 1.0 equiv.) in anhy-

drous CH2Cl2 (17 mL) at 0 �C and the reaction mixture was

stirred at room temperature. Aer 18 h, the reaction was diluted

with CH2Cl2, the organic phase was washed with 10% aqueous

Na2S2O3, saturated aqueous NaHCO3 and brine, dried (Na2SO4)

and concentrated to afford a crude reaction product (0.585 g),

which was subjected to a ash chromatography. Elution with

3 : 7 hexane/AcOEt mixture afforded b epoxide 11 (0.438 g, 59%

yield), pure as a white solid: mp 86–88 �C. Rf¼ 0.13 (3 : 7 hexane/

AcOEt). [a]20D +8.03 (c 0.61, CHCl3). FTIR (neat) n 3360.2, 3255.3,

3026.3, 2920.5, 2852.6, 1453.5, 1362.3, 1257.7, 1112.6, 1057.9,

1015.3, 933.3, 731.7, 695.4 cm�1. 1H NMR (250 MHz; CDCl3)

d 7.20–7.43 (m, 5H; Ar), 4.54 (d, J ¼ 12.0 Hz, 1H; benzylic), 4.48

(d, J ¼ 12.0 Hz, 1H; benzylic), 3.84 (dd, J ¼ 8.2, 1.7 Hz, 1H; H3),

3.61 (dd, J ¼ 10.2, 8.3 Hz, 1H; H4), 3.52 (dd, J ¼ 9.2, 4.8 Hz, 1H;

H6), 3.47 (dd, J ¼ 9.2, 4.8 Hz, 1H; H60), 3.37 (ddd, J ¼ 4.0, 1.7, 0.6

Hz, 1H; H2), 3.27 (t, J ¼ 4.3 Hz, 1H; H1), 2.00–2.12 (m, 1H; H5aa),

1.79–1.95 (m, 1H; H5), 1.73 (dd, J ¼ 14.2, 11.2 Hz, 1H; H5ab).
13C NMR (62.5 MHz; CDCl3) d 137.8, 128.6, 128.0, 127.8, 74.6,

73.5, 73.1, 72.2, 56.6, 53.3, 38.9, 26.4.

3,4,6-Tri-O-benzyl-1,2-anhydro-5a-carba-b-D-mannopyranose

(14).25,32 A 60% dispersion of NaH (0.374 g, 9.36 mmol, 4.0

equiv.) was added to a solution of b epoxide 11 (0.584 g, 2.34

mmol, 1.0 equiv.) in anhydrous DMF (8 mL) at 0 �C and the

reaction mixture was stirred at the same temperature for 30

minutes and then at room temperature for 30 minutes. Aer

cooling at 0 �C, BnBr (0.70mL, 5.86mmol, 2.5 equiv.) was added

dropwise and the solution was stirred 2 h at room temperature.

Dilution with Et2O and ice and evaporation of the washed

(brine) and dried (Na2SO4) organic solution afforded a crude

reaction mixture (0.920 g), which was subjected to a ash

chromatography. Elution with an 8 : 2 hexane/AcOEt mixture

afforded tri-O-benzyl b epoxide 14 (0.740 g, 73% yield), pure as

a white solid. Mp 53–55 �C. Rf ¼ 0.24 (8 : 2 hexane/AcOEt).

[a]20D +32.7 (c 0.81, CHCl3). FTIR (neat) n 3025.0, 2913.9,

2852.0, 1946.5, 1873.9, 1744.0, 1453.3, 1366.2, 1102.3, 1081.5,

1023.5, 930.9, 737.6, 695.5 cm�1. 1H NMR (250 MHz, CDCl3)

d 7.27–7.45 (m, 14H; Ar), 7.20–7.25 (m, 1H; Ar), 4.84 (d, J ¼ 10.4

Hz, 1H; benzylic), 4.82 (s, 2H; benzylic), 4.52 (d, J¼ 10.4 Hz, 1H;

benzylic), 4.46 (s, 2H; benzylic), 3.83 (dd, J¼ 8.1, 1.9 Hz, 1H; H3),

3.65 (dd, J ¼ 10.9, 8.1 Hz, 1H; H4), 3.45–3.55 (m, 2H; H6 + H60),

3.34 (dd, J ¼ 4.1, 1.8 Hz, 1H; H2), 3.26 (t, J ¼ 3.9 Hz, 1H; H1),

1.97–2.20 (m, 2H; H5aa + H5ab), 1.90–1.63 (m, 1H; H5).

(2-Azidoethyl)-3,4,6-tri-O-benzyl-5a-carba-a-D-mannopyrano-

side (16). Tri-O-benzyl b epoxide 14 (0.370 g, 0.859 mmol, 1

equiv.) was dissolved in a solution 1.3 M 2-azido-1-ethanol in

CH2Cl2 (2.65 mL, 3.44 mmol, 4.0 equiv.) freshly prepared27 and

Cu(OTf)2 (0.124 g, 0.344 mmol, 0.4 equiv.) was added. The

reaction mixture was stirred for 18 h at room temperature.

Dilution with CH2Cl2 and evaporation of the washed (1 : 1

NaHCO3/NH4Cl mixture and brine) and dried (Na2SO4) organic

solution afforded a crude reaction mixture (0.363 g) which was

subjected to a ash chromatography. Elution with 7 : 3 hexane/

AcOEt mixture afforded product 16 (0.304 g, 68% yield), pure as

a pale yellow liquid. Rf ¼ 0.50 (7.3 hexane/AcOEt); [a]20D +22.34 (c

0.67, CHCl3). FTIR (neat) n 3449.6, 2927.2, 2871.8, 2103.9,

1737.6, 1284.4, 1242.6, 1109.5, 1048.3, 993.4, 731.3, 696.8 cm�1.
1H NMR (250 MHz; CDCl3) d 7.20–7.40 (m, 15H; Ar), 4.83 (d, J ¼

10.9 Hz, 1H; benzylic), 4.72 (d, J ¼ 11.5 Hz, 1H; benzylic), 4.66

(d, J ¼ 11.5 Hz, 1H; benzylic), 4.51 (d, J ¼ 10.9 Hz, 1H; benzylic),

4.47 (s, 2H; benzylic), 4.13 (t, J ¼ 3.4 Hz, 1H; H1), 3.80 (dd, J ¼

9.0, 3.0 Hz, 1H; H2), 3.45–3.75 (m, 6H), 3.18–3.39 (m, 2H; H6 +

H60), 1.95–2.14 (m, 1H; H5), 1.85–1.92 (m, 2H; H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz, CDCl3) d 139.1, 138.9, 138.5, 128.7,

128.7, 128.5, 128.5, 128.1, 128.1, 128.0, 127.7, 127.6, 127.5,

127.2, 82.4, 77.9, 77.1, 75.1, 73.2, 72.8, 70.6, 69.6, 68.3, 51.1,

37.4, 26.9.

(2-Azidoethyl)-2-O-[20,30,40,60-tetra-O-benzoyl-a-D-mannopyr-

anosyl]-3,4,6-tri-O-benzyl-5a-carba-a-D-mannopyranoside (18).

Trichloroacetimidate 6 (ref. 21) (0.208 g, 0.281 mmol, 1.3 equiv.)

and carbamannoside 16 (0.112 g, 0.216 mmol, 1.0 equiv.) were

dissolved in distilled toluene (2.0 mL) and dried overnight

under vacuum. Acid washed molecular sieves AW 300 were

activated under vacuum and added to the reagents. The mixture

was dissolved in dry CH2Cl2 (2.5 mL), catalytic amount of

TMSOTf (7.8 mL, 0.0432 mmol, 0.2 equiv.) was added under

nitrogen at �20 �C and the reaction mixture was stirred at the

same temperature for 3 h. Et3N (20.0 mL) was added and the

mixture was diluted with CH2Cl2 and ltered through a Celite®

pad. Evaporation of the solvent afforded a crude product (0.290

g), which was subjected to a ash chromatography. Elution with

a 7 : 3 hexane/acetone mixture afforded the O-protected pseu-

domannobioside 18 (0.208mg, 88% yield), pure as a white solid.

Mp 40–42 �C. Rf ¼ 0.22 (7 : 3 hexane/acetone); [a]20D �23.0 (c

0.63, CHCl3). FTIR (neat) n 3350.1, 3294.9, 3069.3, 2961.0,

2875.4, 2106.4, 1724.0, 1601.0, 1450.7, 1259.8, 1094.9, 1065.8,

1026.6, 825.9, 707.9 cm�1. 1H NMR (250 MHz, CDCl3) d 8.01–

8.16 (m, 5H, Ar), 7.92–8.00 (m, 2H, Ar), 7.70–7.90 (m, 2H, Ar),

7.03–7.69 (m, 26H, Ar), 6.04 (t, J¼ 9.5 Hz, 1H, H40), 5.85–5.94 (m,

2H, H20 + H30), 5.45 (s, 1H, Hanomeric), 4.39–4.92 (m, 9H,

benzylic + H50 + H60a + H60b), 4.22 (d, J ¼ 4.2 Hz, 1H, H2), 3.78–

3.86 (m, 2H, H3 + HCH2CH2N3), 3.68–3.75 (m, 1H, H1), 3.49–3.65

(m, 3H, HCH 2 CH2 N3), 3.30–3.41 (m, 1H, H4), 3.07–3.25 (m,

2H, H6a + H6b), 1.83–2.16 (m, 3H, H5 + H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz, CDCl3) d 166.3, 165.7, 165.5, 165.2,

138.9, 138.8, 138.6, 133.6, 133.3, 130.0, 129.9, 129.6, 129.4,

129.1, 128.7, 128.6, 128.4, 127.8, 127.6, 127.6, 98.9, 76.3, 75.1,

73.1, 70.8, 70.4, 70.1, 69.5, 68.0, 67.4, 63.4, 50.9, 37.7, 27.7.
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(2-Aminoethyl)-2-O-[20,30,40,60-tetra-O-benzoyl-a-D-manno

pyranosyl]-5a-carba-a-D-mannopyranoside (19). Pseudomanno-

bioside 18 (0.080 g, 0.073 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in

a 4 : 1 MeOH/anhydrous DMF mixture (2.0 mL) and 10% Pd–C

(0.080 g) was added. The reaction mixture was hydrogenated (1

bar) at room temperature under hydrogen saturated atmo-

sphere until reduction of the azide group and deprotection of

the benzyl groups were achieved, monitoring by analytical TLC

(8 : 2 CH2Cl2/MeOH). Aer 18 h the mixture was diluted with

MeOH and ltered through a Celite® pad. The evaporation of

the solvent afforded a crude reaction product (0.035 g) which

was further diluted with MeOH and ltered off using syringe

lter, to remove the residue coal. Evaporation of the solvent

afforded a white solid, which was recrystallized from (i-Pr)2O to

yield pure 1,2-pseudomannobioside 19 (0.031 g, 53% yield), as

a yellow solid: mp: 38–39 �C. Rf ¼ 0.3 (8 : 2 CH2Cl2/MeOH +

0.1% Et3N); [a]
20
D �34.85 (c 0.68, MeOH). FTIR (neat) n 3377.6,

3072.1, 2951.0, 2782.8, 1721.2, 1656.4, 1592.8, 1437.7, 1297.2,

1256.9, 1161.3, 1082.4, 1066.3, 1018.5, 857.5, 697.4 cm�1. 1H

NMR (250 MHz, CD3OD) d 8.06–8.16 (m, 2H, Ar), 7.88–8.03 (m,

4H, Ar), 7.22–7.80 (m, 14H, Ar), 6.11 (t, J¼ 9.8 Hz, 1H, H40), 5.89–

5.97 (m, 1H, H20), 5.84 (dd, J ¼ 10.2, 3.2 Hz, 1H, H30), 5.48 (d, J ¼

1.4 Hz, 1H, Hanomeric), 4.77 (dd, J ¼ 13.4, 3.9 Hz, 1H, H50),

4.47–4.58 (m, 2H, H60a + H60b), 4.23–4.26 (m, 1H, H2), 3.90–3.97

(m, 1H, H1) 3.45–3.89 (m, 6H, H3 + H4 + H6a + H6b + OCH2 ),

3.07–3.12 (m, 2H, CH2 NH2), 2.00–2.13 (m, 1H, H5), 1.72–1.89

(m, 2H, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz, CD3OD) d 167.5,

167.0, 166.8, 166.5, 134.8, 134.7, 134.6, 134.5, 131.1, 130.8,

130.7, 130.6, 130.5, 130.5, 130.3, 130.2, 129.8, 129.7, 129.6,

129.4, 101.3, 80.5, 78.2, 74.2, 72.3, 71.7, 71.5, 70.8, 68.3, 66.2,

64.3, 64.0, 40.9, 40.5, 27.8.

(2-Aminoethyl)-2-O-(a-D-mannopyranosyl)-5a-carba-a-D-

mannopyranoside (5). A solution 1 M of MeONa in MeOH (65.0

mL, 0.065 mmol, 1.5 equiv.) was added to a solution of 1,2-

pseudomannobioside 19 (0.034 g, 0.043 mmol, 1.0 equiv.) in

MeOH (0.8 mL). The reaction mixture was stirred for 12 h

monitoring by TLC (8 : 2 CH2Cl2/MeOH). The reaction mixture

was diluted with MeOH and Amberlite IRC 50 was added until

pH 7. The beads were ltered off and washed with MeOH, then,

the ltrated solution was evaporated affording a crude reaction

product (0.015 g). The solid product was dissolved inMeOH and

ltered through a syringe lter. Evaporation of the solvent

afforded a yellow solid, which was recrystallized from (i-Pr)2O to

yield fully O-deprotected 1,2-pseudomannobioside 5 (0.011 g,

70% yield), pure as a pale yellow solid: mp: 103–105 �C. Rf¼ 0.15

(1 : 1 CH2Cl2/MeOH); [a]20D +16.4 (c 1.14, MeOH).

FTIR (neat) n 3396.5, 2924.9, 2852.6, 2746.5, 2489.3, 1537.7,

1486.7, 1180.4, 1048.6, 1025.8 cm�1. 1H NMR (250 MHz,

CD3OD) d 5.06 (d, J¼ 1.7 Hz, 1H, Hanomeric), 4.03–4.11 (m, 1H,

CHO), 3.98 (dd, J ¼ 3.2, 1.7 Hz, 1H, CHO), 3.42–3.93 (m, 12H,

CHO), 3.13 (t, J ¼ 5.1 Hz, 2H, CH2 NH2), 1.88–1.99 (m, 1H, H5),

1.53–1.85 (m, 2H, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz, CD3OD)

d 104.0, 96.7, 79.6, 78.1, 75.5, 74.2, 72.5, 71.8, 68.8, 67.0, 64.5,

63.2, 41.2, 40.5, 27.7. HRMS: (M + H+) found 384.1860;

C15H30NO10 requires 384.1870.

3,4,6-Tri-O-acetyl-1,2-anhydro-5a-carba-b-D-mannopyranose

(13).26 b-Epoxide diol 11 (0.060 g, 0.24 mmol, 1.0 equiv.) was

dissolved in EtOH (2.0 mL) and 10% Pd–C (0.010 g) was added.

The reaction mixture was hydrogenated (1 bar) at room

temperature under hydrogen saturated atmosphere overnight.

The reaction mixture was then diluted with EtOH and ltered

through a Celite® pad. The evaporation of the solvent afforded

a crude reaction product which was further diluted with EtOH

and ltered off using syringe lter, to remove the residue coal.

Evaporation of the solvent afforded a crude reaction product

(0.032 g) as a colorless liquid constituted by epoxy triol 12,

directly acetylated. Epoxy triol 12 (0.032 g, 0.20 mmol, 1.0

equiv.) was dissolved in anhydrous pyridine (0.5 mL) and the

reaction mixture was cooled at 0 �C. Acetic anhydride (0.25 mL)

was added and the reaction was stirred at room temperature

overnight. Coevaporation of the reaction mixture with toluene

afforded a crude product (0.049 g), which was subjected to ash

chromatography. Elution with 1 : 1 hexane/AcOEt mixture

afforded tri-O-acetyl-b-epoxide 13 (0.040 g, 70% yield), pure as

a pale yellow oil. Rf¼ 0.26 (hexane/AcOEt 1 : 1); 1HNMR (CDCl3)

d 5.23 (dd, J ¼ 8.7, 1.8 Hz, 1H, H3), 5.07–5.19 (m, 1H, H4), 4.05

(dd, J¼ 11.4, 4.9 Hz, 1H, H6), 3.85 (dd, J¼ 11.3, 3.1 Hz, 1H, H60),

3.41 (dd, J ¼ 3.9, 1.5 Hz, 1H, H1), 3.33 (t, J ¼ 4.2 Hz, 1H, H2),

2.13–2.25 (m, 1H, H5), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.01

(s, 3H, OAc), 1.88–1.97 (m, 2H, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5

MHz, CDCl3) d 171.1, 170.3, 170.0, 71.2, 70.0, 69.9, 63.9, 53.4,

35.7, 29.2, 21.0, 20.9, 20.8.

(2-Azidoethyl)-3,4,6-tri-O-acetyl-5a-carba-a-D-mannopyrano-

side (15). Tri-O-acetyl epoxide 13 (0.033 g, 0.114 mmol, 1.0

equiv.) was dissolved in a 1.3 M solution of 2-azido-1-ethanol in

CH2Cl2 (ref. 27) (0.36 mL, 0.456 mmol, 4.0 equiv.) and Cu(OTf)2
(0.016 g, 0.045 mmol, 0.4 equiv.) was added. The reaction

mixture was stirred for 18 h at room temperature. Dilution with

CH2Cl2 and evaporation of the washed (1 : 1 NaHCO3/NH4Cl

mixture and brine) and dried (Na2SO4) organic solution affor-

ded a crude reaction product (0.048 g) which was subjected to

ash chromatography. Elution with a 1 : 1 hexane/AcOEt solu-

tion afforded the glycosyl acceptor 15 (0.035 g, 82% yield), pure

as a pale yellow oil. Rf¼ 0.14 (1 : 1 hexane/AcOEt). [a]20D +21.71 (c

0.35, CHCl3). FTIR (neat) n 3480.4, 2956.7, 2925.7, 2855.4,

2106.9, 1738.1, 1454.0, 1368.7, 1227.5, 1098.8, 1039.6, 801.0

cm�1. 1H NMR (250 MHz, CDCl3) d 5.23–5.34 (m, 1H, H3), 5.20

(dd, J ¼ 9.5, 2.7 Hz, 1H, H4), 4.16–4.23 (m, 1H, H2), 4.11 (dd, J ¼

11.3, 4.9 Hz, 1H, H6), 3.94 (dd, J ¼ 11.3, 4.9 Hz, 1H, H60), 3.73–

3.78 (m, 1H, H1), 3.70 (t, J ¼ 5.0 Hz, 2H, CH2N3), 3.39 (d, J ¼ 4.6

Hz, 1H, OCH2), 3.35 (d, J¼ 4.6 Hz, 1H, OCH2), 2.24–2.36 (m, 1H,

H5), 2.08 (s, 3H, OAc), 2.05 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 3H, OAc), 1.86–

1.94 (m, 2H, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz, CDCl3) d 171.1,

170.6, 169.9, 73.9, 69.7, 68.7, 63.9, 50.9, 35.2, 26.8, 21.1, 21.0.

(2-Azidoethyl)-2-O-[20,30,40,60-tetra-O-benzoyl-a-D-mannopyr-

anosyl]-3,4,6-tri-O-acetyl-5a-carba-a-D-mannopyranoside (17).

Trichloroacetimidate 6 (ref. 21) (0.047 g, 0.064 mmol, 1.3 equiv.)

and carbamannoside 15 (0.019 g, 0.049 mmol, 1.0 equiv.) were

dissolved in distilled toluene (2.0 mL) and dried overnight

under vacuum.
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Acid washed molecular sieves AW 300 were activated under

vacuum and added to the reagents. The mixture was dissolved

in dry CH2Cl2 (1.0 mL) and a catalytic amount of TMSOTf (1.76

mL, 0.010 mmol, 0.2 equiv.) was added under nitrogen at�20 �C

and the reaction mixture was stirred at the same temperature

for 20 minutes, monitoring by TLC (1 : 1 hexane/AcOEt). Et3N

(10.0 mL) was added and the mixture was diluted with CH2Cl2
and ltered through a Celite® pad. Evaporation of the solvent

afforded a crude product (0.034 g), which was subjected to

a ash chromatography. Elution with a 1 : 1 hexane/AcOEt

mixture as eluent afforded the O-protected pseudomannobio-

side 17 (0.025 g, 53% yield) pure as a pale yellow oil. Rf ¼ 0.40

(1 : 1 hexane/AcOEt). [a]20D �42.8 (c 1.7, CHCl3).
1H NMR (CDCl3) d 7.94–8.15 (m, 6H, Ar), 7.79–7.89 (m, 2H,

Ar), 7.21–7.67 (m, 12H, Ar), 6.06 (t, 1H, J¼ 9.9 Hz, H40), 5.92 (dd,

1H, J ¼ 10.2, 3.1 Hz, H20), 5.69 (dd, 1H, J ¼ 2.9, 1.6 Hz, H30), 5.36

(d, 1H, J¼ 10.1 Hz, H3), 5.32 (d, 1H, J¼ 1.6 Hz, Hanomeric), 5.26

(dd, 1H, J ¼ 9.8, 2.8 Hz, H4), 4.69 (dd, 1H, J ¼ 12.0, 2.5 Hz, H60a),

4.50 (dd, 1H, J ¼ 12.0, 5.4 Hz, H60b), 4.36–4.45 (m, 1H, H50), 4.31

(t, 1H, J ¼ 3.2 Hz, H2), 4.17 (dd, 1H, J ¼ 11.4, 5.7 Hz, H6a), 4.03

(dd, 1H, J ¼ 11.4, 3.6 Hz, H6b), 3.73–3.80 (m, 1H, H1), 3.44–3.60

(m, 2H, CH2N3), 3.13–3.36 (m, 2H, OCH2), 2.21–2.45 (m, 1H,

H5), 2.16 (s, 3H, OAc), 2.13 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.00

(dd, 2H, J ¼ 8.4, 2.3 Hz, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz,

CDCl3) d 171.4, 170.7, 170.1, 166.2, 165.8, 165.6, 165.3, 133.7,

133.4, 130.0, 129.9, 129.4, 129.2, 128.9, 128.7, 128.6, 128.5, 99.0,

76.3, 76.1, 72.4, 70.8, 67.0, 69.7, 69.3, 68.6, 67.5, 63.9, 63.4, 50.8,

35.4, 21.0.

(2-Azidoethyl)-2-O-(a-D-mannopyranosyl)-5a-carba-a-D-man-

nopyranoside (4). Compound 17 (0.025 g, 0.026 mmol, 1.0

equiv.) was dissolved in MeOH (0.8 mL) and cooled at 0 �C. A

freshly prepared 1.0 M solution of MeONa/MeOH (78 mL, 0.078

mmol, 0.3 equiv.) was added to the resulting solution and the

reaction mixture was stirred for 12 h at room temperature. The

mixture was then neutralized with an acidic Amberlite™ IR 120

H resin. The resin was then removed by ltration and repeatedly

extracted with methanol. The combined ltrate was concen-

trated under vacuum to give a crude product, which was

recrystallized from i-PrOH to yield pure glycoside 4 (0.010 g,

yield 88%) as a white solid: mp: 85–88 �C. Rf ¼ 0.21 (1 : 1

CH2Cl2/MeOH). [a]20D �43.2 (c 0.36, MeOH) 1HNMR (D2O) d 4.98

(s, 1H, Hanomeric), 4.04 (bs, 2H, H1 + H2), 3.95–3.50 (m, 12H,

CHO, CH2O, CH2N3), 3.44–3.37 (m, 2H, OCH2), 1.96–1.86 (m,

1H, H5), 1.80–1.54 (m, 2H, H5aa + H5ab).
13C NMR (62.5 MHz,

D2O, 0.1% CD3CN) d 101.7, 78.5, 75.2, 72.8, 71.5, 69.5, 69.2, 69.1,

66.8, 65.9, 61.3, 60.2, 49.6, 37.8, 25.4. HRMS: (M + Na+) found

432.1586; C15H27N3O10Na requires 432.1594.

Biological assays

Surface plasmon resonance analysis. DC-SIGN ECD

production and purication. DC-SIGN extracellular domain

(DC-SIGN ECD) construct was produced and puried as

described previously.33

Surface plasmon resonance analysis. Surface plasmon reso-

nance experiments were performed on a Biacore 3000 using

a CM4 chip, functionalized at 5 mL min�1. BSA or BSA-Man was

immobilized on ow cells using amine-coupling method. Fc1

was prepared as reference surface. Flow cell (Fc) 1 and 2 were

activated with 50 mL of a 0.2 M EDC/0.05 M NHS mixture. Aer

this step, Fc1 and Fc2 were respectively functionalized with

bovine serum albumin (BSA) and mannosylated bovine serum

albumin (BSA-Mannotriose, BSA-mana1-3[mana1-6]man, 12

glycosylated sites, 60 mg mL�1, Dextra laboratories). Then

remaining activated groups of both cells were blocked with 30

mL of 1 M ethanolamine. Aer blocking, the two Fc were treated

with 5 mL of 10mMHCl to remove unspecic bound protein and

5 mL of 50 mM EDTA to expose surface to regeneration protocol.

Finally, 2381 RU and 1847 RU of BSA and BSA-Man were

respectively immobilized on Fc1 and Fc2. The selected

concentration was 20 mM for DC SIGN ECD.

For inhibition studies, 20 mM of DC-SIGN ECD mixed with

increasing concentrations of inhibiting compounds were

prepared in a running buffer composed of 25 mM Tris pH 8, 150

mM NaCl, 4 mM CaCl2, 0.005% P20 surfactant, and 13 mL of

each sample was injected onto the surfaces at a 5 mL min�1
ow

rate. The resulting sensorgrams were reference surface

corrected.

The DC-SIGN binding responses were extracted from sen-

sorgrams, converted to percent residual activity values (y) with

respect to lectin alone binding, and plotted against corre-

sponding compound concentration. The 4-parameter logistic

model (eqn (1)) was tted to the plots, and the IC50 values were

calculated, from eqn (2), using the values of tted parameters

(Rhi, Rlo, A1 and A2) (Fig. 4).

Acknowledgements

This work used the platforms of the Grenoble Instruct centre

(ISBG; UMS 3518 CNRS-CEA-UJF-EMBL), notably the MP3 and

SPR platforms, with support from FRISBI (ANR-10-INSB-05-02)

and GRAL (ANR-10-LABX-49-01) within the Grenoble Partner-

ship for Structural Biology (PSB). V. Porkolab was supported by
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Short Communication:
Inhibition of DC-SIGN-Mediated HIV-1 Infection

by Complementary Actions of Dendritic Cell Receptor
Antagonists and Env-Targeting Virus Inactivators

Sergey Pustylnikov,1–3 Rajnish S. Dave,3 Zafar K. Khan,3 Vanessa Porkolab,4–6

Adel A. Rashad,7 Matthew Hutchinson,3 Frank Fieschi,4–6 Irwin Chaiken,7 and Pooja Jain3

Abstract

The DC-SIGN receptor on human dendritic cells interacts with HIV gp120 to promote both infection of antigen-
presenting cells and transinfection of T cells. We hypothesized that in DC-SIGN-expressing cells, both DC-
SIGN ligands such as dextrans and gp120 antagonists such as peptide triazoles would inhibit HIV infection with
potential complementary antagonist effects. To test this hypothesis, we evaluated the effects of dextran (D66),
isomaltooligosaccharides (D06), and several peptide triazoles (HNG156, K13, and UM15) on HIV infection of
B-THP-1/DC-SIGN cells. In surface plasmon resonance competition assays, D66 (IC50 = 35.4lM) and D06
(IC50 = 3.4mM) prevented binding of soluble DC-SIGN to immobilized mannosylated bovine serum albumin
(BSA). An efficacious dose-dependent inhibition of DC-SIGN-mediated HIV infection in both pretreatment and
posttreatment settings was observed, as indicated by inhibitory potentials (EC50) [D66 (8 lM), D06 (48mM),
HNG156 (40lM), UM15 (100 nM), and K13 (25 nM)]. Importantly, both dextrans and peptide triazoles sig-
nificantly decreased HIV gag RNA levels [D66 (7-fold), D06 (13-fold), HNG156 (7-fold), K-13 (3-fold), and
UM15 (6-fold)]. Interestingly, D06 at the highest effective concentration showed a 14-fold decrease of in-
fection, while its combination with 50 lM HNG156 showed a 26-fold decrease. Hence, these compounds can
combine to inactivate the viruses and suppress DC-SIGN-mediated virus–cell interaction that as shown earlier
leads to dendritic cell HIV infection and transinfection dependent on the DC-SIGN receptor.

H
uman immunodeficiency virus (HIV) infection leads
to thedeathofover1.5millionpeople everyyear,more than

anyother infection.1Dendritic cells (DCs) are knownparticipants
in the pathogenesis of both active and latentHIV infection.2,3The
DC surface receptor, DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3
grabbing nonintegrin), binds HIV envelope glycoprotein gp120
and facilitates transinfection of the main HIV targets––the CD4+

T cells.4,5HIV transinfection of T cells by DCs is not dependent
exclusivelyonDC-SIGNandalthough themainmoleculedriving
transinfection is considered to be Siglec-1/CD169,6,7 DC-SIGN
remains an important HIV-binding receptor.

The role of DC-SIGN in HIV infection in vivo is not fully
understood. The decreased DC-SIGN expression in HIV may
be associated with reduced mother-to-child transmission,8

and some DC-SIGN genetic variants that likely reduce its
functionality are more prevalent in the HIV-negative popu-
lation.9 Therefore inhibiting viral entry via DC-SIGN is a
promising approach for complex HIV therapy.10,11 Virus
entry inhibitors that interact with viral protein gp41 and HIV
cellular receptor CCR5 are already utilized in clinical prac-
tice, while inhibitors of other HIV receptors such as CD4 and
CXCR4 have been or are currently being tested in clinical
trials.12 Inhibitors of HIV infection and transinfection via the
DC-SIGN lectin receptor have been tested only in preclinical
studies.13–15 Development or application of known drugs for
the inhibition of HIV/DC-SIGN interaction may help in
decreasing transinfection of T cells and in preventing the
infection of DCs that serve as a long-term reservoir of HIV.2
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Utilizing different glycan or glycosylated structures is one
experimental approach to inhibit the lectin receptors. Dex-
trans and oligodextrans are DC-SIGN ligands. It is known
that dextran uptake in the DCs is dependent on DC-SIGN and
mannose receptor expression.16 However, it has not been
reported if dextrans could be utilized as effective DC-SIGN
inhibitors. In addition, it has not been demonstrated that ol-
igosaccharides with the linear dextran structure (a-1,6-linked
glucose units) bind DC-SIGN.17 Hence, we proposed to uti-
lize the dextran molecule, as it is part of several injectable
drug formulations that have a proven safety record, as an
inhibitor of pathogen interaction with a set of C-type lectins
including DC-SIGN (CD209) and mannose receptor
(CD206).17 In addition, we tested whether peptide triazoles
could inhibit DC-SIGN-mediated HIV infection. These
compounds have proven to be effective inhibitors of HIV
infection mediated by CD4 and coreceptors CCR5/CXCR418

due to gp120 shedding and, in the case of test compound
KR13, by additional lytic release of the viral capsid protein
p24.19 Finally, we tested the potential for complementarity
between peptide triazoles and dextrans in inhibiting DC-
SIGN-mediated HIV infection.

We first investigated the binding properties of D66 and D06
toward DC-SIGN using a surface plasmon resonance (SPR)
competition assay. DC-SIGN extracellular domain (DC-SIGN
ECD) construct was produced and purified as described pre-
viously.20 Dextrans of average molecular mass 66,000 Da
(D66) (MP Biomedicals, USA) or Vita Fiber (D06) (Bio-
Neutra, Canada) were utilized for these studies. This source
of dextran oligomers is a mixture of glucose (15.5%) and
isomaltooligosaccharides (isomaltose, isomaltotriose, and
longer molecules containing up to seven glucose units) with an
average molecular mass of 560 Da. SPR competition assays
were performed on a Biacore 3000 using a CM4 chip, func-
tionalized at 5ll/min.

Bovine serum albumin (BSA) or mannosylated bovine se-
rum albumin (BSA-Man) was immobilized on flow cells by
amine coupling. The commercially available BSA-Man uti-
lized in these assays contains an average of 12 glycosylations
sites displaying the Man a-1,3 [Man a-1,6] Man branched
trisaccharide. BSA-Man was covalently attached to a CM4
sensor chip. For inhibition studies, 20lMDC-SIGN ECDwas
mixed with increasing concentrations of the inhibiting com-
pounds. The percentage inhibition (IC50) of DC-SIGN binding
to immobilized BSA-Man was calculated from the resulting
sensorgrams that were reference surface corrected. Inhibition
studies were performed using DC-SIGN ECD (20lM) intro-
duced alone or in the presence of increasing concentrations of
D66 or D06. D66 (Fig. 1A) and D06 (sensorgrams not shown)
dose-dependently inhibited binding between DC-SIGN and
BSA-Man. Based on the inhibition curve shown in Fig. 1B, we
determined the IC50 values for D66 and D06. The affinity of
the short oligodextran molecule (isomaltooligosaccharide)
D06 (IC50= 3.4mM) for the DC-SIGN receptor was compa-
rable to that of monovalent d-mannose (IC50= 3.1mM) and
fucose (IC50= 2.5mM) (Fig. 1B). This suggests that the D06
binding to the DC-SIGN receptor could occur by interaction
with one glucose unit at a time.

D66 binding to DC-SIGN was much more potent com-
pared to D06. Inhibition of the DC-SIGN/BSA-Man inter-
action by 50% using D66 could be achieved with an
approximately 100 times lower dose (IC50 = 35.4 lM) as

compared to D06 (Table 1). Of note, there are approximately
100 times more glucose units in D66 than in D06. Hence,
while the inhibitory potencies (IC50 w/v) of D66 and D06 are
comparable, a comparison on a molar concentration basis
results in a strikingly different potency (IC50 lM, Table 1).

FIG. 1. Inhibition of DC-SIGN extracellular domain (DC-
SIGN ECD) binding to immobilized mannosylated-bovine
serum albumin (BSA) using surface plasmon resonance
(SPR). (A) DC-SIGN ECD (20lM) was coinjected with D66
at an increasing concentration from 0 to 704lM onto the
mannosylated-BSA functionalized BIA 3000 chip surface
(1847 RU). Black arrow Req represents the maximal binding
response at equilibrium. The regeneration arrow corresponds
to the EDTA injection for surface regeneration between each
cycle. (B) Comparison of the inhibitory potency of l-fucose
(:), D66 (,), D06 (B), and d-mannose (�) toward the DC-
SIGN ECD mannosylated-BSA interaction determined by
competition assays. IC50 values were inserted in Table 1.
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Hence, a linear presentation of glucose in a high-molecular-
weight dextran (D66) does not potentiate DC-SIGN binding
of all of the glucose units, since the mass quantites required
for 50% inhibition from D06 and D66 were similar. Any
glucose in the linear dextran molecule is similarly accessible
for interaction in both D66 and D06. Indeed, if only terminal
units were able to interact within the active site of the DC-
SIGN receptor, a much higher IC50 w/v value would be
anticipated for D66 as compared to D06. Thus, the a-1,6-
linkage in D66 does not induce steric hindrance of one
neighboring glucose unit to the other within the linear chain
of dextran, and for any individual glucose unit the hydroxyls
in position 3 and 4 appear equally competent to coordinate
the Ca2+ in the DC-SIGN binding site.

We next investigated whether dextrans inhibit HIV infec-
tion of B-THP-1/DC-SIGN cells. Human B cell lines B-THP-1
and B-THP-1/DC-SIGNwere infectedwith pseudotypedHIV-
1 and treated with D66 or D06. Pseudovirus for a single round
of infection was obtained from HEK 293T cells with pNL4-
3.LUC.R-E- backbone plasmid and BaL.01 env-expressing
plasmid as previously described.21 Cells were seeded in 12-
well plates with 1 million cells per well in 1ml of growth
medium and were infected with 3 ng p24gag of virus. Test
compounds were added 30min before infection (preinfection
treatment) or 20 h after infection (postinfection treatment).
Twenty-four hours after infection, cells were thoroughly wa-
shed (to analyze intracellular and surface-bound virus) or
trypsinized and washed (to analyze only intracellular virus,
default conditions), after which the total RNA was isolated.
TRI Reagent (Life Technologies, USA) was utilized for RNA
isolation. QuantiTect kit (Qiagen, USA) was utilized for
cDNA synthesis. cDNA amplification of the HIV gag gene
was performed with a pair of forward Gag-F (5¢-CTA GAA
CGA TTC GCA GTT AAT CCT-3¢) and reverse Gag-R (5¢-
CTA TCC TTT GAT GCA CAC AAT AGA G-3¢) primers.22

GAPDH was utilized as a housekeeping control gene.
B-THP-1 cells were infected with HIV only when they

expressed the DC-SIGN receptor (Fig. 2A). Both D66 and
D06 efficaciously inhibited infection of B-THP-1/DC-SIGN
cells with HIV. At 24-h postinfection, D66 and D06 de-
creased RNA gag levels to 23% and 14% of control infection,
respectively (Fig. 2A and B). B-THP cells did not have any
detectable gag RNA transcripts. Hence, the decrease of HIV
infection in DC-SIGN-expressing cells was likely due to the
inhibition of HIV-DC-SIGN interactions. A possible concern
about HIV replication in our model may occur. Indeed, 2 h is
enough for HIV endocytosis to reach saturation in permissive
cell lines,12 while 24 h is time enough for replication.13 And
in our study the 5-fold increase of HIV RNA associated with
cells from 2 h to 24 h might seem a sign of replication. But

virus in the infected cells presumably have not replicated
because (1) the B-THP-1/DC-SIGN cell line is almost iden-
tical to the Raji/DC-SIGN14 and (2) endocytosis of HIV in
Raji/DC-SIGN cells is not observed and they are not per-
missive to HIV infection.15While the fact that Raji/DC-SIGN
cells are not permissive for HIV is well proven,15 another
work more convincingly shows most of HIV gp120 is inter-
nalized in Raji/DC-SIGN cells while a smaller share stays
bound on the cell surface and the ratio conforms to our data.16

The increase of virus-per-cell number between 2 and 24 hmay
be explained mainly by upregulation of DC-SIGN expression
by HIV,17 but not its replication.

D66 decreased DC-SIGN-dependent HIV infection even
when B-THP-1/DC-SIGN cells were treated at 20 h postin-
fection. When cells were treated with D66, the amount of
intracellular and total HIV gag RNA after infection dropped
to 17% and 25% of control, respectively (Fig. 2C). In fact, if
we take into account the decreases in intracellular HIV gag

RNA as well as similar decreases on the cell surface, it may
be inferred that D66 substantially decreases the amount of
cell surface-associated viral RNA. The dextran solution uti-
lized in this study is analogous to the clinical dextrans, which
are blood plasma substitutes. Usually they are inexpensive
drugs with outstanding biocompatibility that are able to cir-
culate at high concentrations into the bloodstream for several
days after injections.23

D06 inhibited DC-SIGN-dependent HIV infection of B-
THP-1/DC-SIGN cells in a dose-dependent manner. At a
range of concentrations, the level of HIV gag RNA was in-
versely related to D06 concentration (EC50 = 48mM) (Fig.
2D). It is still not clear why higher concentrations do not
inhibit infection more strongly for both D66 and D06 (data
not shown). Possible explanations include limited access of
the virus–cell interface, for example, due to multivalent at-
tachment of virus and cell.

The exact mechanism for dextrans to inhibit DC-SIGN-
dependentHIV infection in both preinfection and postinfection
treatment settings is not known. The high-molecular-mass
dextrans, known as ligands of DC-SIGN,16 are able to acti-
vate endocytosis and to be transferred into cells. It will be
interesting to evaluate the interference of their internalization
properties with their potential competition with virus for DC-
SIGN binding. Smaller dextrans are not active inductors of
endocytosis,24 while even oligodextrans contain enough glu-
cose residues (3–4) to bind the active site of the DC-SIGN
carbohydrate recognition domain.25 We surmise that there is a
balance of endocytosis and exocytosis processes that leads to a
permanent exchange of the membrane between intracellular
vesicles and plasmalemma. Viral particles bound to the re-
ceptor, and being already endocytosed inside the cell, are able
to come out to the cell surface. Dextrans possibly competewith
virus on the cell surface for binding to DC-SIGN. When the
membrane goes back inside the cell, it carries receptor-bound
dextran instead of virus.

We next investigated whether peptide triazoles could in-
hibit HIV infection of B-THP-1/DC-SIGN cells. The struc-
tures, gp120 binding potencies, and antiviral activities of the
peptide triazoles HNG-156, KR13, and UM15 utilized in this
study have been described previously.5,19,26 All of these
compounds (added to the viral suspensions 30min before
infection) were found to exert a dose-dependent inhibitory
effect on the HIV infection of B-THP-1/DC-SIGN cells. At

Table 1. IC50 Expressed in Molar

Concentration, Mass Concentration,

or Percent Weight/Volume

IC50 – SD IC50 IC50 w/v
(mM) (mg/ml) (%)

l-Fucose 2480.0– 17.3 0.40 0.04
d-Mannose 3057.0– 66.0 0.55 0.05
D06 4070.0– 70.0 2.03 0.20
D66 35.4 – 1.6 2.33 0.23
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24 h postinfection there was a 7-fold, 3-fold, and 6-fold de-
crease in HIV gag RNA with the highest concentrations of
HNG-156, K13, and UM15, respectively (Fig. 3A). This in-
hibition of HIV infection was efficacious and dose dependent
for each of the peptide triazoles that we tested: HNG-156
(EC50 = 40lM), K13 (EC50 = 25 nM), and UM15 (EC50 =

100 nM).
Finally, we investigated the combined activities of peptide

triazoles and dextrans. We tested inhibition of HIV infection
in both preinfection or postinfection treatment settings, and
determined if these compounds acted complementarily.
HNG-156 and D06 demonstrated stronger inhibition in DC-
SIGN-dependent HIV infection of B-THP-1/DC-SIGN cells
when applied simultaneously in both preinfection and post-
infection treatment settings (Fig. 3B and C). In the pre-
infection treatment setting, 50 lM HNG-156 resulted in a 7-
fold decrease in HIV gag RNA, and 100mM (0.5%) D06
resulted in a 14-fold decrease as compared to control, re-
spectively (Fig. 3B). When viral particles/cells were pre-

treated with HNG-156 and D06 respectively, HIV gag RNA
decreased by 26-fold vs. control in 24 h (Fig. 3B). In the D06
postinfection treatment setting, 100mM (0.5%) D06 re-
sulted in a 2.4-fold decrease as compared to control (Fig.
3B). When cells/virus were treated with both of these
compounds, HIV gag RNA decreased by 10-fold vs. control
in 24 h (Fig. 3C).

The mechanisms through which dextrans and peptide
triazoles affect cell infection with HIV gp120 are signifi-
cantly different. Dextrans bind DC-SIGN and directly inhibit
HIV-cell interactions via this receptor. In contrast, peptide
triazole binding to Env gp120 causes virus inactivation in-
dependent of cell effects and hence will inactivate virus either
before the cell encounter or when virus is released from the
cells. These differences are highlighted in Fig. 4.

Detrimental side effects of the studied compounds on
cellular functions are of low probability. Dextran has been
used at a concentration of 32% by mass intraperitoneally in
clinical settings,27 it shows no cytotoxic effects in human

FIG. 2. Dextran and oligodextran inhibition of DC-SIGN-dependent HIV infection. (A, B) Dextran and oligodextran
decreased HIV infection of the B-THP-1/DC-SIGN cells. Cells were incubated for 30min in a 0.5% solution (760lM) of
dextran with average molecular mass 66,000 or oligodextran, and then infected with pseudotyped HIV virus. After 24 h, cells
were harvested and viral RNA contents were measured by polymerase chain reaction (PCR). Dextran-treated cells contained a
four times lower amount of viral RNA than control cells. Cells that do not express DC-SIGN (B-THP-1) were not infected
under the same conditions. (C) Intracellular and total HIV RNA gag levels decreased in B-THP-1/DC-SIGN cells in response
to treatment with dextran, even when applied postinfection. Cells were incubated with pseudotyped HIV virus for 20 h and
then treated with 0.5% dextran. After 4 h, cells were harvested. The addition of dextran decreased infection of the cells four
times. (D) Oligodextran dose dependently decreased HIV infection of the B-THP-1/DC-SIGN cells. Cells incubated for 30min
in the serial dilutions of oligodextran, starting from 0.5% (100mM), were infected with pseudotyped HIV virus. After 24 h,
cells were harvested and the viral RNA contents were measured by PCR. Results are presented as mean–SD. Statistical
differences were estimated using Student’s t-test for pair comparisons and are shown as **p< 0.001.
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fibroblasts at concentrations at least up to 4% by mass,28 it
shows no cytotoxicity in macrophages, and also does not
influence the production of interferon (IFN)-c and interleukin
(IL)-10 at a concentration of 0.5% by mass (S. Pustylnikov,
unpublished data). Oligodextran also shows low or no sys-
temic toxicity when given orally as a 3% solution29 and no
cytotoxicity in macrophages at a concentration of 0.5% by
mass (S. Pustylnikov, unpublished data). Therefore high
EC50 values for these compounds are balanced with their low
toxicity. Peptide triazoles are also not toxic to cells at the
studied concentrations.19,26

There is an urgent need to develop new effective and af-
fordable strategies against HIV, taking into account the
chronic character of this disease (in case of permanent
treatment) that necessitates the use of drugs with the lowest
side effects possible.30 To the best of our knowledge, this is
the first study to apply dextran/oligodextran as a base for the
development of biocompatible DC-SIGN and MR (CD206)
ligands in the setting of infections including HIV and tu-
berculosis. HIV therapy requires the lifelong administration
of drugs and this limits the application of intravenous drugs
such as high-molecular-weight dextran. However, dextrans
may inhibit DC-SIGN-dependent HIV infection when uti-
lized in gel formulations (at concentrations many fold higher
than used in this study) for topical applications to prevent
HIV sexual transmission.

An advantage of oligodextrans (compared to polymeric
dextrans) is the higher potential for the development of oral
medications. Though gut adsorption of the dextran with an
average molecular mass of 4000 (on average six to seven times
larger molecules than oligodextran used in this study) does not
lead to an increase in blood plasma concentration,31 improving
the drug’s oral bioavailability is a solvable task.32 Currently,
isomaltooligosaccharides are used as a popular food supple-
ment (prebiotic, fiber).33Our observations regarding their DC-
SIGN binding properties may expand the sphere of their ap-
plication, but also raise some questions about their potential
influence on the immune responses when they are utilized as
food supplements. Possibly we are increasing our under-
standing of the microbiota-independent, lectin-dependent
mechanisms of their immunomodulatory effects.34

We identified currently used drug dextran and food sup-
plement isomaltooligosaccharides as DC-SIGN inhibitors
and now they may find new applications in therapy for nu-
merous infections17 including HIV. Several-fold infection
inhibition provided by dextrans (and many other DC-SIGN
inhibitors that bind the carbohydrate recognition domain)
might be therapeutically challenging. However, the effi-
ciency of binding could be enhanced by chemical modifica-
tions. Nonetheless, dextrans may be utilized safely in high
doses and use of oligodextrans as food supplements suggests
that they are very safe.

FIG. 3. Peptide triazoles inhibit DC-SIGN-dependent HIV infection. (A) HNG-156, K13, and UM15 show dose-
dependent inhibition of the pseudotyped HIV infection of B-THP-1/DC-SIGN cells. Intact virus or virus pretreated with
compounds for 30min was added to the cells, and the rate of viral RNA associated with cells was measured 24 h
postinfection. (B) Both 50 lM HNG-156 (HNG) and 100mM oligodextran (D06) show complementarity in preventing HIV
infection of B-THP-1/DC-SIGN cells. (C) In the posttreatment analysis, both were added 20 h postinfection and still
decreased infection. Results are given as mean – SD. The significance of the statistical differences is calculated by Student’s
t-test and is shown as *p < 0.01.
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DC-SIGN is an important receptor of immune cells (pri-
marily DCs) that helps pathogens to invade the cells both cis
and trans, and tomodulate an immune response, inmany cases
helping pathogens to survive.35 The relevance of B cells with
a high level of DC-SIGN expression as a model for DCs needs
to be further elucidated. However, the mechanisms of initial
DC-SIGN-HIV interaction and endocytosis are likely to be
the same in B cells and DCs. Moreover, it is known that
activated B cells express DC-SIGN36 and HIV infection of
such cells would also be prevented as shown in our study. DC-
SIGN inhibitors are of special interest as a means of pre-
venting DC infection and CD4+ T cell transinfection by HIV.
Many potential DC-SIGN inhibitors are in various stages
of research,13–15 and approaches for the high-throughput
screening of potential inhibitors are being developed.37

Our earlier studies on human macrophages38 demonstrate
that dextrans are also inhibitors of the interaction of HIV with
another C-type lectin MR (CD206). This latter receptor binds
HIV on the surface of macrophages, also allowing them to
transinfect the T cells,39 and mediates the HIV infection of
brain macrophages.40 Binding of HIV via MR increases the
production of matrix metalloproteinase 2 by astrocytes in the
brain.41 Therefore, MR is probably important for the creation
of latent infection reservoirs in the brain.

In the current study, by utilizing surface plasmon resonance
we demonstrated that high-molecular-weight dextran and
smaller dextran oligomers, also known as oligodextrans or
isomaltooligosaccharides, are specific DC-SIGN ligands. Im-
portantly, these compounds efficaciously inhibited DC-SIGN-
dependent HIV infection of B-THP-1/DC-SIGN cells in a
dose-dependent manner in both pretreatment and posttreat-
ment settings. Peptide triazoles also efficaciously inhibited
DC-SIGN-dependent HIV infection in a similar manner. The
results suggest a new and potentially useful activity for this
class of anti-HIV compounds. These molecules were known to
block virus cell entry, to induce shedding of HIV envelope
protein gp120, and for peptide triazole thiols to cause mem-
brane disruption leading to capsid protein leakage,18,19 all of
which promote inhibition of gp120-dependent infection of the
T cells. In our model we have shown that these compounds
complement the inhibition of the gp120-dependent binding of
HIV particles to DC-SIGN by dextrans.

Both dextrans and peptide triazoles decreased the level of
HIV RNA associated with cells when applied 20 h postin-
fection. In case of dextran this is surmised to be due to the (1)
balance between endocytosis and exocytosis: the exchange of
membrane between plasmalemma and intracellular en-
dosomal compartment and (2) equilibrium between virus and

FIG. 4. Mechanisms through which dextrans and peptide triazoles inhibit DC-SIGN-mediated HIV infection. (A) Interaction
of HIV-1 with DC-SIGN expressed on dendritic cells (DCs) results in (a) infection of DCs and (b) transmission of the virus to
CD4+ T cells and antigen presentation throughMHC class II molecules. (B)Dextrans block HIV-DC-SIGN interaction resulting
in a decreased infection.The quantity ofHIV-DC-SIGNcomplex cycling through the endosomepool is decreased. (C) Interaction
of peptide triazoles with HIV-1 gp120 induces irreversible breakdown and virion activation. Dextran and peptide triazole
act complementarily, decreasing the amount of virus through irreversible inactivation combined with decreasing the quantity of
HIV-DC-SIGN complex cycling through the endosome pool. Color images available online at www.liebertpub.com/aid
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dextran bound to the cell surface. Process (1) leads to the
transition of intracellular virus to the cell surface, while
process (2) provides exchange of receptor-associated virus
for dextran. In the case of peptide triazoles process (1) ex-
poses virus on the cell surface where it becomes available for
interaction with peptide triazoles. Simultaneous use of two
strategies (peptide triazoles and dextrans) allowed for a
stronger decrease of HIV infection compared to the maxi-
mum inhibition reached using either of the strategies alone.

In the future, dextrans could be tested in other models of
infection in which the pathogens enter the cells, to induce
immunomodulatory signaling, via a set of dextran-binding
receptors, including DC-SIGN, L-SIGN, MR, and langerin.17

Such pathogens induce deadly infections (Ebola virus, tu-
berculosis, HIV/AIDS, influenza) and affect the nervous
system (tick-borne encephalitis). Both dextrans and peptide
triazoles can potentially be used in the prevention of
DC-SIGN-dependent HIV infection.
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Résumé  

 

Les composantes innée et acquise de l'immunité travaillent ensemble pour assurer une protection efficace 

de l'organisme. Les cellules dendritiques, cellules sentinelles de l’immunité capturent via des récepteurs 

de surface les agents pathogènes et les présentent aux lymphocytes T pour stimuler les réponses 

immunitaires adaptatives spécifiques. Une famille de ces récepteurs, nommée Récepteurs Lectines de 

type-C (CLRs) ont un rôle important dans la reconnaissance de motifs oligosaccharides des pathogènes. 

Leurs fonctions sont parfois détournées par certains pathogènes à leur avantage et notamment pour le 

VIH. La reconnaissance du virus par DC-SIGN, une des CLRs, favorise sa dissémination. A l’inverse, la 

langerine, autre CLR, est considérée comme une barrière naturelle au VIH. Ainsi, DC-SIGN est devenue 

une cible thérapeutique prometteuse mais sa reconnaissance des ligands osidiques est largement partagée 

par la langerine. 

Ce travail vise à développer des antagonistes de DC-SIGN spécifiques et de hautes affinités permettant de 

rivaliser avec la présentation multivalente des glycosylations de gp120 du VIH avec DC-SIGN. Une 

approche rationnelle a été employée dans le développement de ligands glycomimétiques hautement 

sélectifs pour DC-SIGN à partir de l’étude du site de liaison des deux CLRs. Puis, des plates-formes de 

présentations de ces glycomimétiques, de valences et de géométries différentes, sont comparées par SPR. 

Les améliorations spectaculaires d'affinités parfois observées sont liées à différents mécanismes 

d’interactions multivalentes responsables d’un phénomène d’avidité.  

Sur une des architectures de présentations sélectionnée (RODs), un travail de caractérisation fine des 

mécanismes responsables de ce gain d’affinité et/ou d’avidité a été conduit par la combinaison de 

plusieurs techniques biophysiques (SPR, ITC, polarisation de fluorescence et AUC). L’influence de la 

topologie de cette structure sur les mécanismes d’interactions est ainsi mise en évidence. Par les travaux 

menés, plusieurs ligands multivalents ont montré des affinités sans précédent pour DC-SIGN atteignant 

des affinités du nanomolaire et représentant les meilleurs inhibiteurs connus à ce jour. 

Associé au développement d’antagonistes multivalents, une CLR (DCIR) a été identifiée récemment 

comme impliquée dans la dissémination du VIH, comme DCSIGN. Dans une perspective future de 

développement de glycomimétique, des travaux ont été menés sur la caractérisation structurale et 

fonctionnelle de ce nouvel acteur dans la problématique VIH.  

 

Mot-clés: Lectines de type-C, VIH, glycomimétisme, multivalence, avidité, DC-SIGN, langerine, DCIR 

 

Abstract :  

 

The innate and acquired immunity components work together to provide efficient protection of 

organisms. Dendritic cells, sentinel cells of the immunity, are able to capture pathogens through their 

receptors on the surface and they can present the antigens to lymphocytes T in order to stimulate specific 

adaptive immune responses. Among these receptors, there is a family named C-type lectin receptors 

(CLRs), which has an important role in the recognition of pathogenic oligosaccharide motifs. CLRs can 

be hijacked by many pathogens including HIV. DC-SIGN, one of the CLRs, interacts with the virus and 

promotes its dissemination. Unlike DC-SIGN, langerin, another CLR, has a protective role against the 

HIV infection. In this context, DC-SIGN became a promising therapeutic target but it shares ligand 

specificities with langerin. 

This work aims to develop highly specific antagonists against DC-SIGN in order to compete with the 

multivalent glycosylated gp120 protein of HIV. Using the study of the two lectins binding sites as starting 

point, a rational approach has been exploited to develop highly selective glycomimetics against 

DC-SIGN. The SPR technique was used to investigate multivalent platforms with different valencies as 

well as ligand presentation in space. The amazing improvement of the affinity observed in some cases can 

be linked to different mechanisms of multivalent interactions, leading to an avidity phenomenon. On a 

selected scaffold (RODs), we characterized the different mechanisms responsible for the affinity and/or 

avidity gains, using a combination of different biophysical techniques (SPR, ITC, fluorescence 

polarization, AUC). In this work, we highlighted that the topology of this structure can influence the 

mechanisms of interactions. Overall, different multivalent ligands showed unique affinities for DC-SIGN, 

reaching the nanomolar affinity range, and they represent the best inhibitors to date. 

Finally, another CLR has been recently identified as one of the protein involved in the HIV infection as 

well as DC-SIGN. In a future perspective of glycomimetic development, structural and functional 

characterization has been done on this new actor involved in the HIV issue. 
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