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 INTRODUCTION 

 

Le code génétique est essentiellement le même dans tous les organismes vivants 

connus, et plusieurs fonctions de base telles que la transcription des gènes et la production 

d'énergie ont tendance à être conservées. Bien que les glycanes soient présents dans tous les 

organismes, une diversité considérable de leurs structures et expressions est observée dans la 

nature, à la fois dans et entre les lignées évolutives. En partie en raison des difficultés 

inhérentes à leur étude, de nouvelles structures de glycanes restent encore à découvrir. 

I.  Lectines et glycanes 

I.1.  Les glycoconjugués 

La glycosylation est la modification co- et post-traductionnelle la plus abondante. Il 

s’agit d’un ensemble de réactions enzymatiques réalisées par des glycosyltransférases qui 

transfèrent un sucre activé sur une protéine, un lipide ou un autre saccharidique.  

 

Figure 1 : Schéma d’une membrane cellulaire présentant différents 

glycoconjugués. 

D’après Copyright© 2002 Pearsen Education, Inc., publishing as Benjamin 

Cummings. 
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Ce répertoire de glycoconjugués est retrouvé sous forme d’une couche épaisse à la 

surface des membranes plasmiques et est appelée la « glycocalix » (Figure 1). Ces glycanes 

présents à la surface des cellules sont des marqueurs cellulaires très importants. Ils ont un 

rôle, entre autre, dans l’adhésion cellules-cellules ; la reconnaissance cellules-

hôtes/pathogènes, l’endocytose, le trafic cellulaire et la transduction du signal mais aussi dans 

l’immunité avec la discrimination du « soi » et du « non soi » (Ohtsubo and Marth, 2006).  

 

Il existe une très grande diversité de glycoconjugés et de glycanes mais nous nous 

intéresserons uniquement ici qu’aux sucres humains. 

 

I.2.  Glycoprotéines 

Plus de 70 % des protéines humaines sont glycosylées. Concernant les glycoprotéines, 

deux grandes familles sont définies selon la nature de la liaison covalente établie entre le 

glycane et la liaison peptidique que l’on nomme N- ou O-glycosylation (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique de protéines glycosylées 

Figure issue de : https://www.neb.com/applications/glycobiology#tabselect4. 

 

 

https://www.neb.com/applications/glycobiology#tabselect4
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I.2.1. N-glycosylation 

La N-glycosylation débute par une modification co-traductionnelle qui a lieu dans le 

réticulum endoplasmique. Elle consiste à l’ajout d’un oligosaccharide sur un résidu 

asparagine de la protéine ayant pour conséquence la formation d’une liaison N-glycosidique. 

L’asparagine doit être présente dans une séquence consensus de type N-X-S/T où le X peut 

être n’importe lequel des acides aminés excepté la proline. Cinq liaisons différentes de N-

glycanes ont été observées, la plus fréquente étant la liaison d’une N-acétylglucosamine sur 

une asparagine (GlcNAcβ1-Asn). Les N-glycanes sont constitués d’une structure 

pentasaccharidique commune formée de deux résidus GlcNAc et de trois résidus mannose. La 

N-glycosylation se poursuit par une modification post-traductionnelle qui a lieu dans 

l’appareil de Golgi et consiste en une série complexe de réactions catalysées par des 

glycosidases et glycosyltransférases membranaires. Cette seconde étape est la maturation des 

N-glycanes de la protéine (Figure 3). Cette maturation conduit à la formation de trois types de 

N-glycosylation : le premier, dit de type oligomannosidique possède le noyau Man3GlcNAc2 

additionné de résidus mannose. Le second, le type complexe, comporte sur les antennes des 

résidus galactoses et GlcNAc et qui peuvent posséder de plus des résidus fucoses et se 

terminer par un résidu acide sialique. Un résidu fucose peut également être lié au premier 

résidu GlcNAc proche de l’asparagine. Le troisième type de N-glycane est le type hybride qui 

possède les caractéristiques des N-glycanes de type oligomannosidique sur une branche et 

ceux de type complexe sur une autre branche (Figure 4). 

 

 

Figure 3 : Voie de synthèse des N-glycanes dans le réticulum endoplasmique et l’appareil 

de Golgi (Helenius and Aebi, 2001). 

Les images ont été réalisées sur la plateforme GlycoWork Bench (Helenius and Aebi, 2001).  
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Une même protéine peut contenir plusieurs séquences consensus de N-glycosylation 

qui sont toutes des sites potentiels de modification post-traductionnelle. Ces sites ne sont en 

revanche pas forcément tous glycosylés, de plus plusieurs structures glycaniques différentes 

peuvent être observées. La conformation de la protéine mais aussi le type cellulaire et l’état 

physiologique de la cellule peuvent influencer la glycosylation en jouant sur les différentes 

étapes réticulaires et golgiennes de la N-glycosylation et en favorisant ou non l’accessibilité 

des sites potentiels de glycosylation. La plupart des enzymes responsables de la N-

glycosylation sont sensibles à l'état physiologique de la cellule dans laquelle la glycoprotéine 

est exprimée. Ainsi, les populations de sucres fixées à une glycoprotéine dépendront du type 

de cellule dans laquelle la glycoprotéine est exprimée et de l'état physiologique de la cellule. 

Cet état qui peut être régulé au cours du développement et de la différenciation et peut être 

altéré dans les états pathologiques (Goochee and Monica, 1990; Hubbard and Ivatt, 1981).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique des trois types de N-glycanes chez l’Homme. 

(Essentials of GlycoBiology 2nd Edition) 

 

 

I.2.2. O-glycosylation 

La O-glycosylation est une modification covalente des résidus sérine ou thréonine des 

glycoprotéines. Elle a lieu dans l’appareil de Golgi et ne débute qu’après le repliement des 

protéines. Chaque monosaccharide est ajouté de manière séquentielle, par des 

glycosyltranférases spécifiques, au niveau de régions VNTR (Variable Number Tandem 
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Repeat) riches en sérine (Ser) ou thréonine (Thr). Ce type de glycosylation est très complexe 

puisqu’il comprend chez l’homme 7 familles selon la nature du glycane O-lié (Tableau 1).  

 

Type de O-glycanes Structure Glycoprotéines 

Mucine (R)-GalNAcα1-Ser/Thr Membranaires et sécrétées 

GAG (R)-GlcAβ1-3Galβ1-3Galβ1-4Xylβ1-Ser Protéoglycanes 

O-GlcNAc GlcNAcβ1-Ser/Thr Cytoplasmiques et nucléaires 

O-Gal Glcα1-2±Galβ1-O-Lys Collagènes 

O-Man 
NeuAcα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1-

Ser/Thr 
Dystroglycane 

O-Glc Xylα1-3Xylα1-3±Glcβ1-Ser Domaine EGF 

O-Fuc 
NeuAcα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-3±Fucα1-

Ser/Thr 
Domaine EGF 

 

Tableau 1 : Noms et structures des 7 familles de O-glycosylation 

 

La O-glycosylation de type mucine où la liaison se fait par l'intermédiaire d'une N-

acétylgalactosamine (GalNAc) qui se lie en α au OH de la sérine ou de la thréonine par une 

liaison O-glycosidique (αGalNAc-O-Ser/Thr). Mais il existe aussi la glycosylation de type O-

GlcNAc (βGlcNAc-O-Ser/Thr), la O-fucosylation (αFuc-O-Ser/Thr), la O-glucosylation 

(αGlc-O-Ser/Thr) ou la O-mannosylation (αMan-O-Ser/Thr). Cette complexité est également 

retrouvée au niveau de l’élongation de l’oligosaccharide qui sera très variable selon le type 

cellulaire et l’état physiologique des cellules (Ohtsubo and Marth, 2006). Trois parties 

peuvent être distinguées dans la structure de ces glycanes : une structure de base le noyau (ou 

core), une structure d’élongation constituée d’éléments répétitifs formant l’ossature du 

glycane qui peut être linéaire ou ramifiée et, enfin, des structures terminales ou périphériques 

comprenant une plus grande variété de sucres ainsi qu’éventuellement des résidus sulfates 

(Guillot et al., 2004). La combinaison de ces trois éléments aboutit à une quasi infinité de 

structures possibles.  

 

I.2.2.1. Les mucines 

Les mucines sont des glycoprotéines très fortement O-glycosylées. Elles sont trouvées 

dans les sécrétions des muqueuses, ou en tant que glycoprotéines transmembranaires de la 

surface des cellules avec les glycanes exposés à l'environnement extérieur. Les mucines 
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sécrétées peuvent être sous forme de polymères (mucines de formation de gel) ou sous forme 

monomériques (mucines solubles) (Figure 5). De nombreuses cellules épithéliales produisent 

des mucines, mais la formation de gel de mucines est due principalement aux cellules trachéo-

bronchiques, gastro-intestinales, et génito-urinaires.  

Chaque mucine possède un cœur protéique appelé apomucine, codé par le gène MAC, 

sur lequel se greffent des chaines glycosidiques (Figure 5). La principale caractéristique de 

cette apomucine est de présenter des tronçons peptidiques répétés riches en sérines ou 

thréonines. Plus de 80% du poids moléculaire d’une mucine peut être dû à sa glycosylation. 

Les O-glycanes de type « mucine » ne sont pas préassemblés, mais chaque sucre est transféré 

de manière individuelle et séquentielle à partir d’un nucléotide-sucre. Après le transfert du 

premier résidu GalNAc en configuration α sur l’hydroxyle de la chaine latérale d’une sérine 

ou d’une thréonine (Ser/Thr-O-αGalNAc), une cascade de réactions enzymatiques orchestrées 

par différentes enzymes allonge ensuite le O-glycane de manière à former plusieurs structures 

de cœur ou noyau, pouvant eux-mêmes être modifiés par sialylation, sulfatation ou 

acétylation. Les extrémités non réductrices de ces chaînes peuvent contenir différentes 

structures de carbohydrates comme les épitopes glucidiques des groupes sanguins ABO 

(antigène A, B, H et H-sulfaté) et Lewis (Lewis a, Lewis b, Lewis x, Lewis y, sialyl et/ou 

sulfo Lewis a et Lewis x) qui sont décrits plus bas.  

 

Figure 5 : Description des mucines présentes à la surface des cellules. 

A) Représentation du rôle des mucines dans la protection cellulaire (Niv and Fass, 2012). Le 

mucus est constitué des mucines secrétées qui forment la première ligne de défense. Les 

mucines membranaires constituent une deuxième ligne de défense.  

B) Schéma illustrant la structure d’une mucine. L’apomucine comporte des unités de 

répétition (VNTR) riches en sérine et thréonine où sont attachés des O-glycanes.  
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Les chaînes glycaniques confèrent aux mucines une très grande diversité. Elles 

peuvent être impliquées dans les phénomènes d’adhésion cellulaire, dans le contrôle de 

l’antigénicité et du système immunitaire, mais les mucines constituent surtout une barrière 

protectrice (Lamblin et al., 2001). 

 

I.2.2.2. Protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont constitués d’un noyau protéique et d'une ou plusieurs chaînes 

de glycosaminoglycanes (GAG) fixées de manière covalente. Les chaînes de 

glycosaminoglycanes sont beaucoup plus longues que celles des autres types de glycanes. Ces 

GAGs sont des polysaccharides non branchés, chargés négativement, de hauts poids 

moléculaires, composés d’un squelette d’unités disaccharidiques répétées contenant un sucre 

aminé (GlcNAc ou GalNAc) et un acide uronique (Figure 6). Les GAGs sont principalement 

localisés dans la matrice extracellulaire.  

Les GAGs sont classés en plusieurs catégories selon la nature du motif glycanique : les 

chondroïtines sulfates et les dermatanes sulfates contiennent du GalNAc, les héparane-sulfates 

(HS) et les kératane-sulfates contiennent du GlcNAc. Certaines modifications comme la N-

déacétylation-N-sulphatation, la 2-O- et la 6-O-sulphatation et l’épimérisation de l’acide 

uronique apportent une grande variété au sein des chaînes GAGs. 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de protéoglycanes. 

(https://wikispaces.psu.edu/download/attachments/46924793/image-1.jpg Dept. Biol. Penn 

State © 2003) 
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I.3.  Glycolipides 

Des motifs glycosidiques peuvent également être retrouvés sur des lipides. Selon la 

nature des lipides, les glycolipides sont classés en deux groupes : les glycoglycérolipides et 

les glycosphingolipides.  

Les glycoglycérolipides sont très rares dans le règne animal. Les glycosphingolipides 

sont quant à eux ubiquitaires et donc retrouvés dans les membranes cellulaires d'organismes 

allant des bactéries à l'Homme. Ils sont les principaux glycanes du cerveau des vertébrés, où 

plus de 80% des glycoconjugués sont sous la forme de glycolipides (Muthing et al., 1994). Ils 

sont composés d’une partie hydrophobe appelée céramide, et d’une partie hydrophile 

composée d’un monosaccharide ou oligosaccharide lié par un groupe hydroxyle aux 

céramides (Figure 7). La partie glucidique des glycolipides est synthétisée dans l’appareil de 

Golgi où des glycosyltransférases spécifiques catalysent l’ajout des monosaccharides. Il existe 

7 groupes majeurs répartis dans les séries ganglio-, isoganglio-, lacto-, néolacto-, globo- et 

isoglobo-céramides (Tableau 2) (Takizawa et al., 1999).  

 

 

Figure 7 : Représentation schématique du sphingolipide de groupe sanguin A 

Il est composé de lipides et de céramides hydrophobes (encadré) et d’une partie hydrophile 

composée de sucre. 

 

Les glycolipides, localisés dans la membrane plasmique, ont des rôles biologiques 

variés dans la structure de la membrane, mais aussi dans les interactions cellules-

hôtes/pathogènes, la reconnaissance cellules/cellules, et la modulation de la fonction des 

protéines de la membrane (Lingwood, 2011). Les glycosylphosphatidylinositols sont une 

famille distincte de glycolipides qui se fixent de façon covalente à des protéines et servent de 

points d'ancrage dans la membrane.  
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Nom Structure core  

Lacto Galβ3GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1Céramide 

Neolacto Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1Céramide 

Globo GalNAcβ3Galα4Galβ4Glcβ1Céramide 

Isoglobo GalNAcβ3Galα3Galβ4Glcβ1Céramide 

Ganglio  Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ1Céramide 

Muco  Galβ3Galβ3Galβ4Glcβ1Céramide 

Gala Galα4Galβ1Céramide 

Tableau 2 : Noms et structures majeures du core des glycosphingolipides des vertébrés 

 

 

I.4.  Oligosaccharides particuliers : les antigènes 

fucosylés des groupes sanguins et tissulaires 

I.4.1. Les groupes sanguins ABO et Lewis 

Le système des groupes sanguins ABO a été découvert en 1900 par Karl Landsteiner, 

après avoir mélangé les sérums et hématies de six de ses collègues et observé des 

hémagglutinations (Landsteiner, 1900). L’année suivante, il démontre l’existence de deux 

antigènes A et B et des anticorps correspondants anti-A et anti-B (Landsteiner, 1901). Les 

cellules peuvent présenter soit l’antigène A, soit le B, soit aucun des deux. Il démontre 

également qu’un individu ne présente pas d’anticorps dirigés contre les épitopes présents à la 

surface de ses propres hématies et que les deux anticorps sont présents dans le sérum des 

individus de groupe O. Ces travaux lui ont valu le prix Nobel de médecine en 1930. Le 

phénotype de groupe sanguin AB, pour lequel les deux antigènes A et B sont présents à la 

surface des hématies et dont le sérum ne contient pas d’anticorps, a été découvert en 1902 par 

Decastello et Sturli (von Decastello and Sturli, 1902). En 1924, Berstein démontre que la 

transmission des groupes sanguins est héréditaire et suit les lois de Mendel (Berstein, 1924). 

Le système ABO fait partie des déterminants antigéniques et est présent à la surface des 

cellules sanguines mais également à la surface des cellules endothéliales. De plus, les épitopes 

ABO sont présents dans les secrétions (salive, mucus, lait) de 80% de la population de 

phénotype « sécréteur » (Figure 8). 
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Un autre système de groupe sanguin, le système Lewis est découvert en 1946 par 

Mourant (Mourant, 1946). Il s’agit d’antigènes glycosidiques qui sont soit libres dans le 

plasma et autres liquides biologiques comme la salive, soit retrouvés à la surface 

des érythrocytes. Ils sont aussi présents sur les mucines et les N-glycanes. Ce système 

comporte six antigènes définis par six anticorps (Figure 8). 

La diversité des groupes sanguins existants, pourrait être une façon de lutter contre des 

infections bactériennes ou virales qui s’attaqueraient uniquement à un groupe d’individus 

présentant un groupe sanguin particulier. Ces considérations restent cependant toujours 

hypothétiques à ce jour. 

 

 

 

Figure 8 : Représentation schématique des antigènes de groupes sanguins de type ABO et 

Lewis  

(Juge, 2012) 

 

I.4.2. La fucosylation 

Le L-fucose (6-désoxy-L-galactose) est un monosaccharide commun à plusieurs N- et 

O-glycanes et aux glycolipides produits par les cellules de mammifères (Figure 9). L’addition 

des résidus fucoses sur une chaîne oligosaccharidique est généralement une modification 

terminale mais le fucose peut-être aussi présent sur le premier GlcNAc du cœur des N-

http://fr.wikipedia.org/wiki/Antig%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycosphingolipide
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythrocyte
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glycannes. La O-fucosylation directe sur les résidus sérines/thréonines des protéines a 

récemment été mise en évidence (Moloney and Haltiwanger, 1999). 

 

Figure 9 : Représentation schématique d’un α-L-fucose 

En rouge sont représentés les oxygènes et en blanc les carbones – les hydrogène ne sont pas 

représentés. 

 

Le rôle important des glycanes fucosylés a été démontré dans le développement 

(Candelier et al., 1993; Candelier et al., 2000; Clarke and Watkins, 1996; Oriol et al., 1992), 

la réponse inflammatoire (Blander et al., 1999; Huang et al., 2000; Lowe, 1997), la 

fertilisation (Johnston et al., 1998) et la formation des groupes sanguins (Oriol, 1995). Une 

modification de la fucosylation de divers glycanes a été observée au cours de maladies 

chroniques (Miyoshi et al., 1999) et dans le cancer (Hakomori, 1999). Des récepteurs 

d’adhésion cellulaire fucosylés reconnus par des selectines ont un rôle fonctionnel dans la 

réponse inflammatoire (Vestweber and Blanks, 1999). 

 

I.4.2.1. α1-2/3/4 fucosylation 

L’enzyme FUT3 est responsable de l’ajout de résidus fucoses sur les précurseurs de 

type 1 et 2 (Galβ1-3GlcNAc et Galβ1-4GlcNAc respectivement) en α1-3 ou α1-4 aboutissant 

à la synthèse des trisaccharides Lea ou Lex. De même l’enzyme FUT2 permet par adjonction 

d’un fucose en α1-2 d’obtenir les antigènes dits sécréteurs sur lesquels l’action de la FUT3 

permet la synthèse des tétrasaccharides Leb et Ley, respectivement (Figure 10).  

 

I.4.2.2. α1-6 fucosylation 

Chez les mammifères, la liaison du fucose en α1-6 sur le GlcNAc proximal d’un N-

glycane est très courante au point que l’on a tendance à la qualifier d’ubiquitaire. Une 

surexpression de la α1-6-fucosyltransférase est observée dans certaines pathologies 
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oncologiques, telles que le cancer ovarien, les hépatomes et hépato-carcinomes ainsi que dans 

les maladies chroniques du foie (Miyoshi et al., 1999). 

 

 

Figure 10 : Synthèse des antigènes Lewis 

 

I.4.2.3. O-fucosylation 

La O-fucosylation a été décrite chez de nombreuses espèces animales en particulier 

chez l’Homme. La O-fucosylation a été d’abord observée sur des acides aminés ou peptides 

isolés dans l’urine humaine (Hallgren et al., 1975). La première protéine portant des O-

fucoses identifiée est l'activateur du plasminogène de type urinaire (Kentzer et al., 1990). 

Ensuite, plusieurs protéines O-fucosylées participant à la coagulation ont été identifiées. Le 

fucose O-lié est susceptible dans certains cas d’évoluer vers une structure plus complexe, 

suite à l’ajout d’acide sialique, de galactose et de N-acétylglucosamine (Wang et al., 2001). 

La O-fucosylation, qui demeure une modification peu commune des protéines a été 

découverte sur deux domaines protéiques extracellulaires : les répétitions EGF-like et les 

répétitions TSR (Thrombospondin type 1 Repeat). 
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I.5.  Conformations 

I.5.1. Généralités 

Les monosaccharides en solution peuvent exister sous formes cycliques ou linéaire. La 

cyclisation s'opère par réaction de la fonction aldéhydique ou cétonique avec une des 

fonctions alcools de la chaîne (réaction d' hémiacétalisation). Les cycles habituellement 

rencontrés résultent de la réaction avec la fonction OH portée par le cinquième ou le 

quatrième carbone. On trouvera donc principalement des hémiacétals cycliques à six atomes 

ou cycles pyranose et des cycles à 5 atomes aussi appelés cycles furanoses (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Différentes conformations d’un sucre en solution : exemple du glucose 

Les monosaccharides peuvent adopter une forme linéaire (milieu) ou cyclique. Il existe deux 

types de cycles : les cycles à 5 atomes ou furanose (en bas) et les cycles à 6 atomes ou 

pyranose (en haut). Selon l’orientation du groupement hydroxyle anomérique par rapport au 

groupement CH2OH terminal, on définit l’anomérie. S’ils sont de part et d’autre du cycle, on 

parle d’anomére alpha alors que s’ils sont du même côté on parle d’anomére béta. 

 

 

Les liaisons entre deux monosaccharides s’établissent au niveau du carbone 

anomérique qui peut avoir une configuration  ou  (Figure 11). La conformation de la 

liaison de chaque disaccharide est décrite pas les angles de torsion φ (PHI) et ψ (PSI). Les 

angles φ et ψ peuvent être définis suivant différentes conventions. (Figure 12).  

 

 



INTRODUCTION  

40 

 

 

Figure 12 : Représentation des angles de torsion définissant la conformation du maltose 

Dans cet exemple, l’angle φ correspond à l’angle par H1’-C1’-O4-C4 et l’angle ψ est décrit 

par : C1’-O4-C4-H4. 

 

 

Les méthodes de mécanique moléculaire permettent de calculer l’énergie du 

disaccharide en fonction des angles de torsion et de tracer une carte d’énergie qui représente 

les conformations possibles des contacts inter-résidus (conflits stériques ou stabilisation) et 

des effets stéréo-électroniques. Ces cartes d’énergie sont différentes en fonction de la nature 

des monosaccharides et du type de liaison (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Carte d’énergie pour la liaison Fucα1-3GlcNAc.  

En vert sont représentées les régions de plus basse énergie c’est-à-dire les conformations les 

plus probables car énergétiquement favorables. Carte issue du site internet 

http://www.glycosciences.de. 
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I.5.2. Exemple des Lewis X et Sialyl-Lewis X 

Dès 1980, des études conjointes de résonance magnétique nucléaire et de modélisation 

ont conclu à la rigidité des oligosaccharides de type Lewis en raison de l’interaction stérique 

entre les cycles fucose et galactose qui sont portés par le résidu GlcNAc (Lemieux et al., 

1980). Le Lewis x a été cristallisé et sa structure démontre la présence de contacts 

hydrophobes entre les cycles qui stabilisent cette conformation particulière (Figure 14) (Perez 

et al., 1996). La proximité des cycles génère de plus une liaison hydrogène CH-O non 

conventionnelle entre le C-H en position 5 du L-fucose et le O-5 du D-galactose (Zierke et al., 

2013). 

 

Figure 14 : Structure du Lewis x à l’état cristallin  

(Perez et al., 1996) 

 

Une exploration exhaustive de l'espace conformationnel des oligosaccharides de type 

Lewis a été réalisée en utilisant la méthode CICADA qui permet une exploration des chemins 

conformationnels avec relaxation des cycles à chaque pas (Imberty et al., 1995). Il a été 

conclu que les oligosaccharides Lea et Leb sont un peu moins rigides que leurs homologues 

Lex et Ley. Cette étude a également prédit que la principale conformation de faible énergie 

peut afficher des variations de l'ordre de 20° pour chaque angle de torsion (Figure 13). Des 

conformations secondaires peuvent cependant exister, et l’abondance relative de chaque 

famille conformationnelle est fortement influencée par le solvant (Imberty and Perez, 2000). 

Le SLex en solution peut adopter plusieurs conformations en raison de la flexibilité de la 

liaison NeuAc-α2-3 Gal. 

 

Les oligosaccharides Lex et SLex interagissent avec un grand nombre de lectines. Par 

exemple la E-selectine a été co-crystallisée avec le SLex et la conformation observée 



INTRODUCTION  

42 

 

correspond bien à une conformation de basse énergie en solution (Figure 15) (Somers et al., 

2000). Le fragment trisaccharidique Lex adopte toujours la conformation de basse énergie 

observée en solution avec un empilement des cycles fucose et galactose. Une exception 

notable est observée avec les lectines de type β-propeller de la famille d’Aleuria aurantia 

(AAL) : une distorsion de l’orientation du cycle fucose a été observée par RMN pour le SLex 

en interaction avec AAL (Haselhorst et al., 2001) et par cristallographie pour le Lex en 

interaction avec BambL (Topin et al., 2013) (voir chapitre résultats II.1. ). 

 

Figure 15 : Conformation du SLex complexé à la Sélectine E 

Code PDB 1G1T (Somers et al., 2000). 

 

II.  Les lectines – structures et diversités 

En 1888, Stillmark démontre que les extraits de graines de fèves de ricine contiennent 

une protéine qui peut agglutiner les globules rouges animaux (Stillmark, 1888). Peu de temps 

après, d’autres agglutinines ont été identifiées dans des graines différentes plantes (Ehrlich, 

1891a; Ehrlich, 1891b). Pendant la Seconde Guerre mondiale, des lectines ont été utilisées 

pour différencier les groupes sanguins ABO à des fins de transfusion sanguine. Ces 

agglutinines ont ainsi été renommées «lectines», un terme dérivé du mot latin «légère», qui 

signifie «sélectionner ». 

Les lectines sont des protéines ubiquitaires non immunitaires que l’on retrouve des 

virus jusqu’aux mammifères. Elles ont la capacité de se lier de façon spécifique et réversible à 

des sucres. Elles ne possèdent pas d’activité enzymatique. Elles interviennent dans divers 
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processus biologiques, comme au niveau de la reconnaissance entre les cellules (par exemple 

lors de réponses immunitaires, d'infections). 

 

 

II.1.  Classification des lectines 

Les premières classifications sont venues des lectines de plantes et sont basées sur les 

glycanes reconnus avec la plus grande affinité. L’apparition du clonage moléculaire a permis 

une classification plus cohérente, basée sur l'homologie de séquence d'acides aminés et la 

phylogénie. Cependant, plusieurs classifications sont utilisées à l’heure actuelle. Ici nous 

allons classer les lectines en fonction de leur espèce d’origine : lectines de vertébrés, lectines 

d’invertébrés, lectines microbiennes. 

 

II.1.1. Lectines de plantes 

Les lectines végétales d’une même famille taxonomique (les lectines de légumineuses, 

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

Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la concanavaline A (ConA) ont été les 

premières à être caractérisées. La première structure cristallographique d’une lectine de 

légumineuses (la ConA) a été déterminée en 1972 (Hardman and Ainsworth, 1972). Les 

lectines de légumineuses adoptent toutes un repliement typique appelé « β jelly roll » formé 

par deux feuillets β superposés bien conservés dans les nombreuses structures résolues. Les 

monomères s’associent deux à deux de 7 manières différentes, ce qui permet de former une 

variété d’assemblages macromoléculaires sous la forme de dimères ou de tétramères. La 

géométrie du site de fixation est fixée par la présence d’un ion manganèse et d’un ion calcium 

qui sont proches du ligand glucidique mais qui n’interagissent pas directement avec lui. Les 

variations en acides aminés autour du site de reconnaissance apportent la spécificité pour 

différents monosaccharides et oligosaccharides (Loris et al., 1998). 

Une autre grande famille de lectines d’origine végétale qui a pu être caractérisée est la 

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

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

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

déterminée dans cette famille a été celle de la WGA (Wright, 1990). 
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La famille des Monocotylédones présente des lectines spécifiques pour le mannose, la 

première structure 3-D a été celle de l’agglutinine du perce-neige Galanthus nivalis (GNA) 

(Hester and Wright, 1996). La famille de Moraceae est formée par les lectines qui fixent le 

galactose telle que la jacaline isolée des graines de Artocarpus integrifolia (Sankaranarayanan 

et al., 1996). La famille Amaranthaceae contient la lectine ACA de Amaranthus caudatus qui 

a été cristallisée avec le Galβ1-3GalNAc (Transue et al., 1997). La famille Euphorbiaceae 

englobe les lectines qui présentent une grande toxicité. Un exemple de lectine de cette famille 

est la lectine RCA isolée des graines de ricine Ricinus communis qui est aussi une lectine de 

type R. La ricine est un hétérodimère où la chaine B constitue un domaine en « feuille de 

trèfle » qui reconnait le galactose (Rutenber et al., 1991). La famille des Solanaceae englobe 

les lectines de pommes de terre et de tomates mais aucune structure n’a encore été 

déterminée.  

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

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

Hancock, 2002; Tikkanen et al., 1997). 

 

II.1.2. Lectines d’invertébrés 

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

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

spécificités pour les glucides présents à la surface d’organismes pathogènes.  

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

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

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

une forte spécificité pour des N-glycannes biantennés (Gourdine et al., 2008). D’autres 

exemples de structures de lectines de type C incluent celle de tunicier Polyandrocarpa 

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

echinata (Sugawara et al., 2004). Les structures 3D de lectines de type R ont aussi été 

obtenues telles que la lectine III (CEL-III) de la même holothurie (Uchida et al., 2004), du ver 

de terre Lumbricus terrestris (Yabe et al., 2007), ces deux lectines présentant une spécificité 

pour le galactose. La limule, Tachypleus tridentatus présente un grand nombre de lectines 

impliquées dans l’immunité innée. Les structures de la tachylectine 2, un β-propeller (Beisel 

et al., 1999) et de la tachylectine 5A une protéine de type fibrinogène (Liu et al., 2013), ont 

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

lectines, le type H (Tableau 3). 

 

II.1.3. Lectines de vertébrés 

Les lectines de vertébrés sont réparties dans des familles très différentes. Les trois 

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

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

pour le β-galactose et plus précisément pour le lactose (Galβ1-4Glc) et le N-acetyllactosamine 

(Galβ1-4GlcNAc) (Leffler et al., 2004). La première structure tridimensionnelle d’une 

galectine humaine a été obtenue dans sa forme native et complexée avec le galactose, le 

GalNAc, le lactose, et le N-acétylactosamine (Lobsanov et al., 1993). Les lectines de type C 

présentent un CRD (Carbohydrate Recognition Domain) bien conservé qui implique un atome 

de calcium dans l’interaction protéine-sucre. Les lectines de type C sont soit en circulation 

dans le plasma, soit attachées aux surfaces cellulaires par la présence d’un segment 

transmembranaire. Un exemple de la structure 3D d’une lectine du type C est la E-selectine en 

complexe avec le SLex (Somers et al., 2000). 

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

l’acide sialique (Zaccai et al., 2003). Elles sont membres de la superfamille des 

immunoglobulines (Ig) et adoptent un repliement de type immunoglobuline.  

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

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

MPR (Olson et al., 2002). Les pentraxines sont une famille de lectines capables de se lier à 

des ligands de manière Ca2+ dépendante (Shrive et al., 1996). D’autres types de lectines de 

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

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

mises en évidence.  

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

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

un rôle dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des processus tels que la 

fécondation, la migration et le développement cellulaire. Par exemple, dans le processus de 

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

(spermadhésine) du spermatozoïde (Topfer-Petersen et al., 1998).  
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Tableau 3 : Exemples de familles de lectines 

 

Il a été aussi montré que l'embryon exprime, à sa surface cellulaire, la L-sélectine six 

jours après la fécondation. En se liant aux sucres spécifiques de l'endothélium utérin, la L-

sélectine détermine ainsi la première étape indispensable à la fixation du blastocyte à la 

surface de l'endomètre et permet le début de la grossesse (Genbacev et al., 2003). 

 

II.1.4. Lectines microbiennes 

Les microorganismes pathogènes, virus, bactéries, champignons ou parasites 

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

surface des cellules hôtes. Ces interactions lectines/sucres jouent également un rôle dans 
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l’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les voies respiratoires, digestives 

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

 

Divers virus possèdent à leur surface des lectines qui leurs permettent d’interagir avec 

les cellules hôtes. Au début des années 1940, Hirst montre que le virus de la grippe est 

capable d’hémagglutiner des érythrocytes (Hirst, 1942). Alfred Gottschalk a mis en évidence 

une protéine capable de se lier aux érythrocytes et à d'autres cellules qui présentent un résidu 

acide sialique de surface cellulaire (Gottschalk and Perry, 1951). Don Wiley et ses associés 

ont cristallisé cette hémagglutinine virale et déterminé sa structure en 1991 (Weis et al., 

1990), plus tard ils ont résolu la structure de co-cristaux avec le sialyllactose (Sauter et al., 

1992). L’hémagglutinine joue deux rôles : elle permet à la fois la reconnaissance des cellules 

cibles mais aussi la fusion des membranes hôtes et virales. Plusieurs autres familles de virus 

(norovirus, rotavirus….) utilisent des domaines lectines de leur capside pour se fixer sur les 

glycoconjuqués des tissus de leur hôte (Air, 2014). 

 

Les lectines bactériennes peuvent être classées en quatre familles principales : les 

lectines de fimbriae, les lectines flagellaires, les toxines et les lectines solubles.  

Les lectines de fimbriae sont présentes sur les organelles de surface des bactéries (pili) 

qui présentent diverses fonctions telles que la reconnaissance des glycanes de l’hôte et 

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

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

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

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

infections urinaires et la structure en complexe avec la partie tetrasaccharide du GbO4 a été 

résolue (Dodson et al., 2001). Les lectines de cette famille ont une structure allongée avec un 

repliement de type β-sandwich.  

  

Certaines toxines bactériennes, telles que celles secrétées par Shigella dysenteriae, 

Borderella pertussis et Vibrio cholerae présentent un ou plusieurs domaines lectines. Le 

domaine lectine de la toxine de cholera est un pentamère et sa structure a été résolue 

complexée avec le pentasaccharide GM1 qui est un ganglioside présent sur les epithelia du 

tractus digestif (Merritt et al., 1994). Les bactéries neurotoxiques responsables du tétanos et 

du botulisme utilisent également des toxines à domaine lectine pour se fixer sur les cellules du 

système nerveux.  
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Certaines bactéries produisent des lectines solubles qui sont impliquées dans la 

reconnaissance de l’hôte et la formation du biofilm. La famille de lectines solubles comprend 

des protéines cytoplasmiques telles que LecA et LecB de Pseudomonas aeroginosa 

respectivement spécifiques pour le α-D-galactose et le α-L-fucose (Imberty et al., 2004). Elles 

présentent des structures tétramériques où un ou deux ions calciums respectivement sont 

impliqués dans le site de reconnaissance du sucre. 

 

II.2.  Rôle des lectines 

II.2.1. Reconnaissance et adhésion 

Plusieurs pathogènes utilisent des lectines afin de reconnaitre, d’adhérer et d’infecter 

leurs hôtes. Parmi ces pathogènes on peut citer le virus de la grippe Influenza qui possède une 

lectine particulière : l’hémagglutinine. Il s’agit d’une protéine antigénique retrouvée à la 

surface des virus. Elle correspond au « H » que l’on retrouve dans les différentes formes de 

grippe (H5N1, H1N1, H2N2…). Il existe en réalité 19 formes différentes d’hémagglutinine, 

numérotées de 1 à 19. Son nom provient de sa capacité à agglomérer les hématies. 

Elle est synthétisée sous forme d'un précurseur inactif HA0 par le virus. La structure 

tridimensionnelle de l'hémagglutinine révèle qu'il s'agit d'un homotrimère (molécule formée 

de trois monomères identiques). Chaque monomère de la glycoprotéine HA0 est constitué de 

deux sous-unités. La partie extracellulaire globulaire ou HA1 présente le site de liaison (RBS) 

au récepteur des cellules cibles comportant une molécule d'acide sialique. La seconde partie 

forme une tige ou HA2 permet la fusion de la membrane phospholipidique qui recouvre la 

particule virale avec la membrane de l'endosome de la cellule hôte lors du processus 

d'assemblage et de libération des virions. Cette partie HA2 présente un domaine 

transmembranaire hydrophobe et un domaine ou "une queue" intracellulaire. 

Une fois attachées à la surface de la cellule hôte, pour être fonctionnelles et permettre 

l'infection, les parties de l'hémagglutinine HA1 et HA2 doivent être séparées l'une de l'autre 

grâce à un clivage au niveau d'un peptide reliant les deux sous-unités. Le clivage des 

hémagglutinines démasque alors les peptides de liaison qui s'ancrent dans la membrane 

endosomale et sous l'effet du pH acide de l'endosome, l'hémagglutinine subit un changement 

de conformation qui permet le rapprochement puis la fusion de l'enveloppe virale et de la 

membrane endosomale (Figure 16). L'intérieur du virus est ainsi libéré dans le cytoplasme 

javascript:void(0);
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/d/grippe-aviaire-enfin-un-vaccin-contre-le-virus-h5n1_8140/
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/d/narcolepsie-le-vaccin-contre-la-grippe-h1n1-est-il-coupable_27764/
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tant que la coupure n'a pas eu lieu les virus ne sont pas capables d'infecter une cellule (Air, 

2014). 

 

Figure 16 : Représentation schématique de la fixation et du changement de conformation 

de l’hémagglutinine à la surface de la membrane plasmique de la cellule hôte.  

L’hémagglutinine sous forme HA0 vient se fixer à l’acide sialique, son récepteur (R). Ensuite 

un changement de conformation s’opère qui va avoir pour conséquence l’ancrage de 

l’hémagglutinine dans la membrane de la cellule hôte et finalement le rapprochement des 

membranes virales et cellulaires. (D’après http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/ 

immuniteetvaccination/virusetimmunite/dossiergrippe/._Virus%20grippe%20images%20jpg.0

27bis.jpg/view) 

 

Les lectines ne permettent pas uniquement l’adhésion d’un pathogène à une cellule 

hôte, elles permettent aussi l’adhésion des cellules entre elles. On peut par exemple citer les 

protéines de P. aeruginosa, LecB et LecA qui permettent respectivement la formation et le 

maintien de l’intégrité du biofilm bactérien. Le biofilm est un mode de vie où le pathogène va 

pouvoir s’établir et persister. Il permet une résistance au système immunitaire, aux 

antibiotiques mais aussi une résistance aux attaques mécaniques. LecB qui est localisée sur la 

membrane externe de la bactérie joue un rôle dans la formation du biofilm en se fixant sur les 

glycoconjugués localisés à la surface des bactéries. Une souche déficiente de LecB n’est plus 

capable de former un biofilm (Tielker et al., 2005). La protéine LecA joue un rôle dans la 

stabilisation du biofilm mais elle n’est pas essentielle à sa formation (Diggle et al., 2006). Ces 

lectines ont également des propriétés cytotoxiques, ainsi la lectine LecB, comme LecA, est 

capable d’inhiber le battement ciliaire des cellules pulmonaires (Mewe et al., 2005).  

http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/%20immuniteetvaccination/virusetimmunite/dossiergrippe/._Virus%20grippe%20images%20jpg.027bis.jpg/view
http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/%20immuniteetvaccination/virusetimmunite/dossiergrippe/._Virus%20grippe%20images%20jpg.027bis.jpg/view
http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/%20immuniteetvaccination/virusetimmunite/dossiergrippe/._Virus%20grippe%20images%20jpg.027bis.jpg/view
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II.2.2. Trafic cellulaire 

Différents agents pathogènes ou des facteurs pathogènes, comme le virus simien 40 et 

le virus de polyome, les toxines du choléra et de Shiga, utilisent les glycosphingolipides de la 

membrane plasmique des cellules hôtes pour entrer et infecter les cellules. Après la liaison à 

différents glycosphingolipides (GM1, GD1a ou au Gb3), les lectines pénètrent dans les 

cellules par des voies d'endocytose qui n’impliquent pas le réseau complexe de clathrine 

(Ewers et al., 2010; Romer et al., 2007). Ces toxines bactériennes et les virus animaux 

peuvent induire une invagination de la membrane plasmique sans l'aide de la machinerie 

protéique cytosolique. La formation de tubule serait la conséquence de la construction 

dynamique de nanodomaines protéines-lipides dont les propriétés intrinsèques conduisent à la 

flexion des membranes (Romer et al., 2007). La liaison à la membrane plasmique des toxines 

induit la courbure locale spontanée. La toxine est ensuite soumise à un tri dans les endosomes 

précoces rétrogrades. Les tubules rétrogrades sont formés de manière dépendante de la 

clathrine (Romer et al., 2010). Les toxines Shiga sont localisées préférentiellement dans cet 

environnement tubulaire. La Shiga-toxine contourne la voie endocytose tardive pour être 

transférée directement à partir de l'endosome précoce au réseau de Golgi (TGN) et, de là, sur 

le réticulum endoplasmique (RE). Enfin, les toxines Shiga utilisent la machinerie de 

dégradation associée au RE (DGAER) pour faciliter la rétrotranslocation dans le cytosol de la 

cellule hôte (Figure 17) (Johannes and Romer, 2010). 

 

Figure 17 : Trafic cellulaire de la Shiga Toxine  

Une vue d'ensemble du trafic intracellulaire de Shiga-toxines (Johannes and Romer, 2010).  
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La formation de tubules et des invaginations profondes de la membrane ont été 

observées non seulement dans la membrane plasmique des cellules, mais ont été également 

reconstituées in vitro sur des vésicules unilamellaires géantes (Figure 18).  

 

 

Figure 18 : Reconstitution de la formation des tubules dans des GUVs.  

Shiga-toxine : STxB (rouge) se lie aux GUVs composées de DOPC (vert), de cholestérol et de 

Gb3. Les STxB se regroupent spontanément (panneau central, flèches); après une diminution 

de la tension de la membrane, il y a induction de l’invagination de la membrane (panneau 

inférieur), qui apparaissent comme des bobines (pointe de flèche) ou des structures en spirale 

(flèche) (Romer et al., 2007). 

 

Ces résultats sont d'une grande pertinence clinique. Dans le cas de SV40, la structure 

de la chaîne hydrocarbonée de la glycosphingolipide GM1 influe de manière significative 

l'efficacité de l'infection de SV40 (Ewers 2010). Plus récemment, Römer et son équipe ont 

montré que ce mécanisme était à l’origine d’invasion bactérienne. En effet, la bactérie 

Pseudomonas aeruginosa utilise la capacité de sa lectine LecB à former des invaginations de 

la membrane pour se faire elle-même internaliser dans la cellule hôte (Eierhoff et al., 2014). 

 

II.2.3. Transduction du signal 

De nombreuses lectines membranaires, activées par la liaison de leurs ligands, ont un 

comportement proche de celui de certains récepteurs des facteurs de croissance, et activent 

des tyrosine-kinases cellulaires ou des protéines G hétérotrimériques. Les lectines forment 

ainsi une nouvelle classe de protéines transductrices du signal. 

Une des caractéristiques des lectines membranaires est la diversité des réponses obtenues 

selon le type cellulaire, le tissu où elles sont exprimées, mais également le ligand. Plusieurs 

exemples peuvent être cités. Cette diversité peut être illustrée par le lectine NKR-P1 qui est 
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une lectine de type C exprimée entre autre sur les NK (natural killer) et les monocytes du sang 

périphérique humain. Dans les cellules NK humaines, l’activation du récepteur NKR-P1, 

provoque l’activation de protéines-tyrosines kinases et la phosphorylation transitoire de 

certaines tyrosines (Figure 19) (Emoto and Emoto, 2009). 

 

 

Figure 19 : Représentation schématique de l’activation d’un NK via la lectine NKR-P1 

Lorsque le récepteur/lectine NKR-P1 se fixe sur la cellule infectée il y a activation du NK, 

suivi d’une réponse inflammatoire et une cytotoxicité envers la cellule cible. Alors que sans 

activation NKR-P1 il n’y a pas activation du NK (© Copyright PolicyLicense) (Emoto and 

Emoto, 2009). 

 

II.2.4. Immunité 

Parmi la diversité des lectines, certaines ont un rôle central dans le système 

immunitaire. En effet, les lectines du système immunitaire sont des molécules de 

reconnaissance qui se lient aux micro-organismes pour promouvoir la phagocytose ou 

l’activation du système du complément. On peut classer ces lectines en plusieurs familles : les 

sélectines, les collectines solubles. 

 Les sélectines sont un petit groupe de lectines de type C membranaires comprenant 

trois membres : les sélectines L, P et E. La L-sélectine est exprimée par les lymphocytes, et 

plus particulièrement les lymphocytes recirculants avant qu’ils ne soient activés par un 

antigène. Elle joue un rôle dans la migration de ces lymphocytes vers les organes lymphoïdes 

secondaires (Newton and Dixit, 2012). L’expression de la P-sélectine sur les cellules 

endothéliales et sur les plaquettes activées est induite par l’inflammation. La production de 

sélectine E est aussi induite par l’inflammation mais seulement sur l’endothélium. Les 

sélectines P et E sont essentielles pour le recrutement des leucocytes dans les tissus infectés 

(Chase et al., 2012). Les ligands sont des glycanes à SLex. 
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Les collectines et les ficolines sont deux familles de protéines présentes à la surface 

des muqueuses et dans le sang et qui reconnaissent des structures glycosidiques 

caractéristiques de la surface des cellules du « non-soi ». Les collectines et les ficolines sont 

des composants majeurs du système du complément et font partie des opsonines, c'est-à-dire 

qu’elles vont se fixer à la surface d’un micro-organisme et stimuler la phagocytose par les 

macrophages (Fujita et al., 2004). Trois collectines et deux ficolines ont été caractérisées chez 

l’Homme. La plus étudiée est sans doute la collectine humaine liant le mannose (MBL, pour 

mannose-binding lectin). Il s’agit d’une protéine du sérum. La MBL est synthétisée en 

quantité importante en réponse à une infection. Elle peut se lier à un sous-groupe de bactéries 

Gram positives ou négatives, à des champignons et même à certains virus, comme le virus de 

la grippe. La MBL va permettre l’activation du système du complément et faciliter la 

phagocytose (Kawasaki, 1999) (Figure 20). 

 

Figure 20 : Principales lectines capables d’activer le système du complément 

D’après http://www2.le.ac.uk/ 

 

II.2.5. Chaperonne 

Le réticulum endoplasmique contient de nombreuses protéines chaperonnes qui sont 

capables de reconnaître des domaines de protéines en cours de traduction dans leur état 

provisoire et d'assurer leur repliement. Parmi elles, la plus abondante protéine du REr, est la 

BiP (binding protein). Parmi les protéines liées à la BiP, un groupe abondant est représenté 

par des chaperonnes qui possèdent un domaine lectine se liant donc spécifiquement à certains 

résidus glucidiques. La calréticuline est une lectine chaperonne soluble alors que la calnexine 

est une protéine transmembranaire. Ces deux lectines chaperonnes n'ont pas d'équivalent dans 

d'autres compartiments cellulaires.  
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Lors de leur maturation dans le REr, les N-glycoprotéines passent par un état 

monoglucosylé qui est reconnu par une lectine chaperonne, la calnexine (ou la calréticuline) 

qui favorise son repliement. Après un laps de temps, durant lequel la protéine a atteint un 

certain degré de repliement, le glucose restant est éliminé. La protéine en cours de repliement 

se sépare de la lectine chaperonne. Si elle n'est pas dans son état de repliement définitif elle 

est de nouveau reconnue puis reglucosylée en position 1 et de nouveau fixée par la lectine–

chaperonne calnexine (ou calréticuline). Ce cycle peut se répéter plusieurs fois et se termine 

par le passage de la protéine vers le Golgi (Trombetta and Helenius, 1998). 

Le système ERAD (ER-associated degradation) qui vérifie le repliement des protéines 

inclut également une lectine.  

Les protéines mal repliées peuvent être reconnues par une lectine liée aux calnexines 

par son domaine transmembranaire. Les protéines mal repliées sont alors ubiquitinylées et 

dégradées par le protéasome (Hoseki et al., 2010). 

 

 

II.3.  Site de reconnaissance  

Les lectines possèdent toutes des « domaines de reconnaissance des glucides » (CRD) 

qui ont évolués à partir de gènes ancestraux, souvent en conservant les caractéristiques 

spécifiques de la séquence primaire d'acides aminés et de la structure tridimensionnelle. 

Malgré ces ressemblances au niveau des séquences ou des structures à l’intérieur d’une 

famille de lectine, les structures de glycanes reconnus peuvent être très diverses. L’affinité 

d’un seul site de liaison est faible (avec des valeurs de Kd de l’ordre du millimolaire), bien 

que certaines lectines reconnaissent certains glycanes avec une affinité beaucoup plus élevée 

(avec des valeurs de Kd dans la gamme du micromolaire). Pour les lectines avec une faible 

affinité, les interactions multivalentes entre une protéine et plusieurs glycanes sont souvent 

nécessaires pour produire des interactions de haute avidité (Imberty and Varrot, 2008).  

 

II.3.1. Interactions lectine-sucre 

L’analyse des structures cristallographiques de complexes protéines/glucides, indique 

que les lectines ont des propriétés et modes de reconnaissance des glucides variés.  
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Les sites de fixations des lectines au niveau structural sont souvent des poches peu 

profondes. La grande majorité des forces impliquées dans les reconnaissances des glucides est 

représentée par des liaisons hydrogène et des forces de Van der Waals (Figure 21) (Ashton et 

al., 1997).  

 

Figure 21 : Site de reconnaissance de la protéine RSL. 

Les liaisons hydrogène sont représentées en pointillés noirs (code PDB 2BT9) (Kostlanova et 

al., 2005). 

 

D’après une étude des sites de reconnaissance des lectines de légumineuses, il a été 

établi que les liaisons hydrogène et les forces de Van der Waals participent de façon égale à la 

stabilisation des glucides dans les sites de fixations (Imberty et al., 1991). Dans certains sites 

de reconnaissance les forces de Van der Waals auront tendance à prédominer alors que dans 

les autres les liaisons hydrogène seront plus importantes. 

Les structures cristallographiques des différents complexes indiquent que les acides 

aminés les plus impliqués dans les liaisons hydrogène avec le sucre sont respectivement : 

aspartate, arginine > glutamate > arginine, histidine, tryptophane, lysine > tyrosine, glutamine 

> sérine et thréonine (Vyas et al., 1991). Certaines molécules comme l’eau et les ions sont le 

plus souvent impliquées dans la formation et la stabilisation du complexe protéine-sucre.  

 

II.3.2. Stabilisation des interactions par des molécules 

d’eau 

La détermination de structures cristallographiques à haute résolution permet de 

localiser les molécules d’eau à l’intérieur ou à la surface des protéines. Lorsque la protéine 

n’est pas complexée à son substrat, son site de reconnaissance est accessible, et est occupé par 

des molécules d’eau qui sont expulsées ou non lors de la fixation du ligand.  
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Figure 22 : Importance des molécules d’eau dans la stabilisation du sucre dans le site de 

fixation 

Les molécules d’eau sont représentées sous forme de sphères rouges et les liaisons hydrogène 

par des pointillés noirs). Image réalisée à partir de la structure dont le code PDB est 5ABP 

(Quiocho et al., 1989) 

 

 

Deux types de molécules d’eau sont rencontrés, les molécules d’eau de surface et les 

molécules d’eau enfouies dans le site de fixation. Quiocho et son équipe ont démontré que des 

molécules d’eau peuvent influencer la spécificité et l’affinité de la protéine de fixation à 

l’arabinose (ABP) pour le galactose (Figure 22) (Quiocho et al., 1989).  

Dans les complexes de lectines de légumineuses en présence d’oligosaccharide, un 

seul résidu glycosidique est souvent profondément ancré dans le site de reconnaissance pour 

former des liaisons hydrogène avec les acides aminés de la protéine. La partie la plus exposée 

de l’oligosaccharide a tendance à construire des liaisons avec les molécules d’eau 

environnantes. Certaines de ces molécules d’eau créent un réseau de liaisons hydrogène entre 

le glucide et les acides aminés de la protéine, stabilisant ainsi la chaine glycosidique à la 

surface de la protéine (Bourne and Cambillau, 1993). 

II.3.3. Stabilisation des interactions par des ions 

Les ions jouent fréquemment un rôle essentiel dans les complexes protéine-sucre. Ils 

stabilisent la structure tertiaire de nombreuses protéines, participent à l’architecture de 

certains sites de reconnaissance et peuvent également interagir directement avec le ligand. Les 

lectines animales de type C par exemple sont dépendantes d’un ion calcium qui est essentiel à 

la reconnaissance du glucide. De la même façon, certaines lectines bactériennes impliquent un 
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ou deux ions calcium pour stabiliser les interactions avec le sucre. C’est par exemple le cas de 

la protéine LecB de Pseudomonas aeruginosa. En effet, la structure cristallographique de 

LecB complexée au fucose met en évidence une poche acide comportant deux ions calcium. 

Trois des hydroxyles du fucose ainsi que les chaines latérales des acides aminés Glu95, 

Asp99, Asp101, Asn103 et Asp104 participent à la coordination des atomes de calcium 

(Figure 23) (Mitchell et al., 2002). 

 

Les lectines de légumineuses contiennent un ion calcium et un ion manganèse proches 

de leur site de fixation. Un réseau de coordination se forme entre les ions, les acides aminés 

proches et les molécules d’eau. Ce réseau permet de stabiliser une boucle de la protéine, afin 

de laisser le site de reconnaissance accessible. L’ion calcium influence la position de certains 

acides aminés du site de reconnaissance pour qu’ils puissent former des liaisons hydrogène 

avec le substrat (Loris et al., 1994) . 

 

Figure 23 : Importance des ions dans la stabilisation du sucre dans le site de fixation de 

LecB 

Certains ions (sphères bleues) interagissent directement avec le sucre pour le stabiliser par 

des liaisons hydrogène avec les principaux acides animés du site de fixation. Ils stabilisent 

également l’interaction lectine/sucre en formant des liaisons (pointillés noirs). Image réalisée 

à partir de la structure dont le code PDB est 1GZT (Mitchell et al., 2002). 
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II.4.  Lectines et les autres molécules reconnaissant 

les sucres 

II.4.1. Introduction 

La grande diversité et la complexité de la structure des glycanes ainsi que leur rôle 

crucial dans de nombreux processus biologiques ou pathologiques nécessitent le 

développement de nouvelles techniques à haut débit pour leurs analyses.  

Les lectines sont classiquement utilisées pour cibler des glycoconjugués. Elles sont, 

par exemple, utilisées sur des puces qui permettent d’étudier le glycome de cellules. Le 

développement des lectines recombinantes donne accès à du matériel fiable, reproductible et 

produit en grande quantité. L’ingénierie de nouveaux sites, en se basant sur des architectures 

de protéines déjà existantes, permet un ajustement de la spécificité.  

A partir des connaissances des interactions protéine-sucre, il est maintenant possible 

d'utiliser des oligonucléotides ou des peptides de synthèse pour produire des nouvelles 

molécules capables de se lier aux sucres. Une telle approche biomimétique peut également 

être envisagée par la chimie des boronates. De nouveaux développements en chimie 

supramoléculaire permettent également la conception de glycosensors entièrement artificiels. 

II.4.2.  Les molecules reconnaissant les sucres 
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II.5.  Utilisation des lectines en biotechnologie et 

médecine 

Compte tenu de la présence de glycanes sur toutes les surfaces des cellules, il n'est pas 

surprenant que plusieurs maladies humaines impliquent des changements de glycosylation et / 

ou la reconnaissance des glycanes. Un domaine important de la recherche en glycobiologie 

porte sur l’étude des « Congenital Disorder of Glycosylation » (CGD) (Freeze, 2006). Ici nous 

ne traiterons que des maladies acquises et non héréditaires. 

 

II.5.1. Changement de glycosylation et maladies 

chroniques 

De nombreuses pathologies sont corrélées à un changement de la glycosylation. On 

peut citer par exemple le diabète, la maladie d’Alzheimer, l’inflammation comme l’asthme… 

 

Plusieurs mécanismes de modification de la glycosylation différents ont été 

caractérisés dans le diabète. Dans le diabète sucré, une augmentation de la production de 

l'UDP-GlcNAc est causée par l'excès de la conversion de glucose. Une hypothèse actuelle est 

que cette augmentation de l'UDP-GlcNAc cytoplasmique a pour conséquence une 

augmentation secondaire du niveau de O-GlcNAc sur les glycoprotéines nucléaires et 

cytoplasmiques. Les conséquences sont donc une modification du fonctionnement de ces 

protéines.  

La néphropathie diabétique est une complication associée avec une mortalité élevée. Il 

s’agit d’une diminution du taux de filtration glomérulaire conduisant à l'insuffisance rénale. 

Cette pathologie a été corrélée à une diminution de la teneur en héparane sulfate (HS) des 

membranes basales glomérulaires. Ceci peut être causé par le taux élevé de glucose dans le 

milieu. (Raats et al., 2000). 

 

Les maladies inflammatoires sont accompagnées de nombreux changements 

physiologiques et biochimiques au niveau du site de l'inflammation ou sur les protéines 

circulantes. Dans les deux dernières décennies, une grande attention a été accordée aux 

changements de glycosylation des principales protéines sériques (alpha1-glycoprotéine acide, 

immunoglobuline G, immunoglobuline A, transferrine, haptoglobine, alpha2-macroglobuline, 
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la protéine C-réactive…). Ces marqueurs glycosidiques représentent un intérêt en diagnostic 

(Gornik and Lauc, 2008). L’épitope SLex est par exemple surexprimé sur les cellules 

endothéliales vasculaires dans le cas d’inflammation de la peau (Akahori et al., 1997).Ce 

même épitope est également une signature d’inflammation sur les cellules sanguines telles 

que les leucocytes polynucléaires, les monocytes et les cellules tueuses naturelles (NK) 

(Munro et al., 1992). Plus récemment il a été montré la présence d’une accumulation de 

liposomes enrichi en SLex à proximité des régions d’inflammation ou tumorales (Hirai et al., 

2007). Le SLex est donc un très bon marqueur de l’inflammation (Dube and Bertozzi, 2005). 

 

II.5.2. Glycosylation et cancer 

Les changements de glycosylation des cellules tumorales peuvent prendre différentes 

formes. On peut citer, par exemple, une perte d'expression ou une surexpression de certaines 

structures, la persistance de structures incomplètes ou tronquées, l'accumulation de 

précurseurs, et, moins fréquemment, l'apparition de nouvelles structures. Cependant, les 

modifications de glycosylation ne sont pas simplement la conséquence du désordre présent 

dans les cellules tumorales. Certaines modifications sont corrélées à la transformation maligne 

et la progression tumorale. 

 

II.5.2.1. N-glycosylation et cancer 

L'augmentation de la taille des N-glycannes est une des caractéristiques des cellules 

tumorales. Elle est expliquée par une augmentation de ramification β1-6 de N-glycanes et 

donc du nombre d’antennes. Les glycosyltransférases GnT-III et GnT-V sont des enzymes de 

premier plan dans la progression cancéreuse et la formation des métastases. L’activité de 

l’enzyme GnT-V et donc la présence, de manière abondante, de résidus β1-6GlcNAc à la 

surface des glycoprotéines, est directement reliée au caractère fortement métastatique de 

nombreuses lignées cellulaires animales et humaines (fibroblastes, carcinomes mammaires 

murins, lymphomes, cellules cancéreuses humaines du côlon) (Dennis et al., 1987). A 

l’inverse, l’enzyme GnT-III semble inhiber la formation des métastases par compétition pour 

le substrat avec GnT-V. L’ajout d’un résidu GlcNAc en β1-4 sur le β-mannose du cœur 

trimannosylé par GnT-III entraîne des modifications conformationnelles qui rendent le sucre 

néo-formé inaccessible comme substrat pour GnT-V (Schachter, 1986). La quantité de 
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structures β1-6GlcNAc est alors fortement diminuée et le nombre de métastases réduit 

(Yoshimura et al., 1995).  

 

II.5.2.2. O-glycosylation et cancer  

La surexpression de mucines dans les carcinomes a été décrite depuis de nombreuses 

années. La plupart des polypeptides de mucines épithéliales appartiennent à la famille MUC. 

Les mucines sécrétées apparaissent souvent dans le sang des patients atteints de cancer et 

peuvent être détectées par des anticorps monoclonaux. Dans les cancers d'origine épithéliale 

(carcinomes), en particulier, les mucines semblent être les principaux porteurs de 

glycosylations modifiées.  

Dans la majorité des cas, l’apparition de ces structures est associée à la progression du 

cancer, à l’augmentation de son agressivité et à la formation de métastases (Kim et al., 1996; 

Springer, 1997). Les nouvelles mucines pourraient également bloquer physiquement les 

interactions entre les cellules des carcinomes et les cellules de l’immunité comme les cellules 

NK.  

Une autre caractéristique des mucines des carcinomes est leur glycosylation 

incomplète. Une altération dans l’expression de plusieurs enzymes de biosynthèse des O-

glycanes peut être à l’origine de ces modifications. Les pp-GalNAc-Ts sont regroupés à 

l’intérieur d’une famille de plus de vingt membres dont quinze ont déjà été caractérisés dans 

des cellules de mammifères. Deux enzymes appartenant à cette famille, les ppGalNAc-T3 et -

T6 semblent être particulièrement perturbées durant le processus tumoral. Deux études 

différentes ont démontré qu’elles semblaient surexprimées dans des lignées de cancers du sein 

alors que leur expression était quasiment silencieuse dans des cellules saines. Ce phénomène 

pourrait être à l’origine de l’augmentation de l’antigène Tn à la surface des cellules 

cancéreuses, notamment sur des sites potentiels de O-glycosylation normalement inoccupés 

(Berois et al., 2006; Brooks et al., 2007). Tn est un antigène glyco-peptidique (GalNAc-O-

Ser/Thr) qui est exprimé dans les carcinomes du fait d’une dérégulation des processus de 

glycosylation. L’intérêt majeur de l’antigène Tn est de discriminer les cellules tumorales des 

cellules normales avec une grande sélectivité. Tn est fortement exprimé dans 90% des cancers 

ovariens, il est donc une cible de choix pour l’immunothérapie anti-cancéreuse par anticorps.  

Les antigènes T et Tn (Figure 24) peuvent également être sialylés pour former 

respectivement le sialyl-T (ST) et sialyl-Tn (STn) qui sont fortement exprimés à la surface de 

nombreux cancers (sein, ovaire, côlon, estomac…). Ils sont généralement associés à un faible 
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pronostic vital, accompagnés de métastases et d’une diminution de la survie des patients 

(Itzkowitz et al., 1990) (Leivonen et al., 2001). L’antigène Tn sialylé est responsable d’une 

mobilité cellulaire significativement améliorée, d’une adhésion cellulaire diminuée et d’une 

tumorigénicité augmentée, caractéristiques révélant le caractère agressif de la lignée (Julien et 

al., 2006). La sialylation de l’antigène Tn est réalisée en α2-6 du résidu GalNAc par l’enzyme 

ST6GalNAc I. Dans les cancers du sein et de l’estomac, une très bonne corrélation est 

observée entre la quantité d’antigène STn exprimée à la surface des cellules et l’abondance 

d’ARNm codant pour l’enzyme ST6GalNAc I (Marcos et al., 2003; Sewell et al., 2006) alors 

que ces résultats ne sont pas vérifiés pour les cancers du côlon où le niveau d’enzyme 

ST6GalNAc exprimé est comparable dans les lignées exprimant ou pas l’antigène STn 

(Brockhausen et al., 1998).  

 

 

 

Figure 24 : Les antigènes T et Tn.  

D’après sbhsciences.com. 

 

 

II.5.2.3. Glycolipides et cancer 

L’expression des glycosphingolipides (gangliosides, globosides et lactosides) est 

également fortement perturbée durant la transformation tumorale. De nouvelles structures, 

normalement uniquement exprimées dans les stades embryonnaires précoces, apparaissent. 

Plusieurs des anticorps monoclonaux spécifiques des cellules cancéreuses sont réactifs avec la 

partie glycane des glycosphingolipides. Les principaux exemples sont les gangliosides GD2 et 

GD3 dans les mélanomes et cancers du cerveau, le Gb3 dans les lymphomes de Burkitt, ou 

dans les cancers ovariens (Hakomori, 2000). Plusieurs types de tumeurs (en particulier celles 
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d'origine neuro-ectodermique, tels que le mélanome et le neuroblastome) sont caractérisés par 

une surexpression de glycosphingolipides sialylées. Certains d'entre eux (par exemple, GD2) 

ne sont pas normalement présents à des niveaux élevés dans les gangliosides extraneuronaux 

et ils sont donc considérés comme des cibles pour l'immunothérapie (Hakomori and Kannagi, 

1983).  

A l’inverse, d’autres structures peuvent disparaître. Une perte complète de l'expression 

des glycosylphosphatidylinositols (GPI) est considérée dans certains cas comme indicateur 

d’un état précancéreux impliquant le système hématopoïétique. Ceci résulte de mutations 

somatiques acquises de cellules souches hématopoïétiques. La conséquence est une perte 

marquée ou complète de l'expression de surface cellulaire de plusieurs protéines à ancre GPI. 

 

Il est cependant très difficile de savoir si l’apparition de ces antigènes lipidiques est 

causée par une accumulation des précurseurs due à une synthèse incomplète ou au 

développement de nouvelles voies de biosynthèse provoqué par l’activation de nouveaux 

gènes de glycosyltransférases (Hakomori, 2008). De manière générale, ces modifications 

influencent le taux de croissance tumorale et jouent un rôle clé dans l’induction de l’invasion 

et la formation de métastases, selon des mécanismes encore très peu connus. L’expression de 

ces antigènes lipidiques tumoraux dans le microenvironnement de la tumeur aide les cellules 

tumorales à échapper au système immunitaire de l’hôte (Birkle et al., 2003). 

 

II.5.3. Antigènes Lewis, fucosylation et Cancer 

II.5.3.1. Généralités 

Les changements de fucosylation ont été caractérisés dans les études de glycosylation 

des cellules tumorales dès 1979 (Baumann et al., 1979). Dans cet article, les auteurs ont 

comparé le niveau de fucosylation des glycolipides dans les cellules d'hépatome et 

d’hépatocytes normaux. Avant même que les mécanismes de fucosylation soient compris, des 

protéines fucosylées ont été identifiées et utilisées comme marqueurs tumoraux. 

L'augmentation des alphafoetoprotéines fucosylées (AFP) a été rapportée par les Breborowicz 

et Taketa (Simm et al., 1979; Watanabe et al., 1975). Des résultats récents concernant la 

régulation de la voie de synthèse GDP-fucose montrent aussi des augmentations de la 

fucosylation des glycolipides dans les cellules d'hépatome (Noda et al., 2003). 

. 
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II.5.3.2. α1-6 fucosylation 

La fucosylation α1-6 du corps des N-glycanes peut être un marqueur de cancer humain 

(Varki et al., 2009). Des augmentations des taux d'haptoglobines fucosylées ont été observées 

dans plusieurs types de cancer (Turner, 1995). Cette glycoprotéine semble être en particulier 

un marqueur biologique d'intérêt dans le cancer de la prostate (Fujita et al., 2014), des ovaires 

(Garibay-Cerdenares et al., 2014), du foie (Asazawa et al., 2014) et du pancréas (Okuyama et 

al., 2006). A l'inverse une diminution de la quantité de noyau-fucosylation est observée dans 

le processus de tumorisation du cancer gastrique (Zhao et al., 2014).  

 

L'alphafetoproteine est un marqueur tumoral connu des carcinomes hépatocellulaires, 

mais il est parfois aussi surexprimé dans les maladies du foie telles que l'hépatite chronique et 

la cirrhose du foie. En revanche, l'AFP avec un core-fucosylation α1-6 est un marqueur très 

spécifique pour le carcinome hépatocellulaire malin (Aoyagi et al., 1991; Taketa et al., 1993). 

Une augmentation de l’activité de FUT8 (N-acétyl-β-glucosaminide α1-6 fucosyltransférase) 

et, par conséquent, une surexpression de résidus fucosides sur l’unique site de N-

glycosylation (Asn 232) de l’AFP, au niveau des tissus et dans le sérum, corrobore avec un 

mauvais diagnostic pour des patients atteints de carcinomes hépatocellulaires et d’autres 

pathologies chroniques du foie (Khien et al., 2001). De nombreuses études ont confirmé une 

augmentation du niveau d’expression de FUT8 dans différentes lignées cellulaires 

cancéreuses, notamment celles du poumon et du côlon, (Miyoshi et al., 1997; Muinelo-

Romay et al., 2008), mais aussi des ovaires (Lukas et al., 2013) ou de la thyroïde, y compris 

suite à l’ablation de la tumeur par chirurgie (Casals, 2001). Parallèlement à GnT-III, FUT8 

possède également une action sur les molécules d’adhésion en augmentant, de manière 

significative, l’expression des E-cadhérines, notamment dans les cancers colorectaux (Osumi 

et al., 2009). De plus, l’α1-6 fucosylation régulerait le turnover des E-cadhérines, favorisant 

ainsi l’adhésion cellule-cellule in vivo (Takahashi et al., 2009).  

 

 

II.5.3.3. α1-2 fucosylation 

La α1-2 fucosyltransférase présente une activité plus élevée dans les tissus tumoraux 

par rapport aux tissus sains. Ainsi, une activité aberrante de l’enzyme a été décrite dans les 

tumeurs du côlon (Muinelo-Romay et al., 2010) permettant la conversion des antigènes Lea et 
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Lex en Leb et Ley respectivement (Figure 25), et donc une surexpression de ces antigènes 

(Yazawa et al., 1993).  

 

 

 

Figure 25 : Glycosylations des suites d’une activité aberrante de la α1-2 fucosyltransférase 

 

L’élévation de la quantité de α1-2 fucosyltransférase a aussi pour conséquence 

l’augmentation de l’expression de l’antigène H type 2 dans le cancer colorectal. Cette 

surexpression est connue pour être impliquée dans l’augmentation de la tumorigenicité et de 

la résistance à l’apoptose (Hallouin et al., 1999; Labarriere et al., 1994) 

 

Le GloboH est un autre oligosaccharide α1-2 fucosylé identifié comme marqueur des 

cellules souches mais aussi des cancers (Figure 26). Il est ainsi retrouvé sur plusieurs cellules 

tumorales, comme celles du cancer du sein. Une étude de phase I a été réalisée afin 

d’immuniser des patientes atteintes d’un cancer du sein métastasique avec du Globo H 

synthétique (Hanasaki et al., 1995). 

 

 

Figure 26 : Représentation schématique du Globo H 

 



INTRODUCTION  

82 

 

II.5.3.4. α1-3/4 fucosylation 

Les fucosylations en position 3 et 4 d’un GlcNAc sont présentes dans de nombreux 

antigènes glycosidiques comme le Lex, Ley, Lea et le LNFP III (Lacto-N-fucopentaose III) 

(Figure 27). Nous avons déjà abordé le Ley dans le chapitre précédent. La présence des 

antigènes Lewis sialylés, SLea et le SLex, sur les tumeurs est connue depuis longtemps (Chia 

et al., 1985). L’équipe de Kannagi a montré que le SLex et le SLea sont les molécules 

d’adhérence de plusieurs types de cellules transformées telles que les carcinomes du côlon, du 

poumon, du pancréas, du foie et de l'estomac ou les leucémies (Takada et al., 1993). Des 

études récentes confirment que la surexpression des antigènes Lewis est retrouvée dans de 

nombreux cancers avec par exemple une surexpression des SLex dans les carcinomes de rein 

(Borzym-Kluczyk et al., 2014), de Ley dans le cancer ovarien (Zhuang et al., 2014), de SLex 

dans le cancer du tractus gastro-intestinal (Dube and Bertozzi, 2005; Groux-Degroote et al., 

2014; Zhang et al., 1997). Ces antigènes sont également probablement impliqués dans la 

signalisation cellulaire qui permet l’angiogenèse (Kannagi et al., 2004).  

 

 

Figure 27 : Représentation schématique du LNFP III 

 

La présence des antigènes SLea et SLex est souvent associée à la formation de 

métastases par un mécanisme qui rappelle celui de la migration et de la diapédèse leucocytaire 

durant l’inflammation (Kannagi, 2004). En effet, les cellules tumorales ont la capacité 

d’induire l’expression des sélectines E par les cellules endothéliales. L’interaction sélectine-

SLex/a qui s’ensuit permet à la cellule cancéreuse de quitter la tumeur primaire, de gagner la 

circulation sanguine et enfin de coloniser les tissus sains (Kannagi, 2004). C’est ainsi que ces 

antigènes glucidiques sont utilisés comme marqueurs de diagnostic de cancer, comme le 

cancer mammaire canin (Pinho et al., 2007), mais aussi comme marqueurs de mauvais 

pronostic pour le cancer de la vessie chez l’homme (Numahata et al., 2002). Une étude 

(Mathieu et al., 2004) laisse entrevoir des pistes intéressantes quant à l’utilisation des 

fucosyltransférases dans la thérapie génique du cancer. Ce travail montre en effet que la 

surexpression du gène FUT1 dans des cellules d’hépatocarcinomes inhibe la formation des 

http://www.dextrauk.com/index.php/products/oligosaccharides/lactose-based-o-glycans/product/398-lacto-n-fucopentaose-iii-lnfp-iii
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capillaires et la croissance tumorale, ces observations étant expliquées par une forte 

augmentation de l’expression des antigènes et Ley aux dépens des antigènes SLea et SLex 

(Tableau 4). 

 

 

 

 

Tableau 4 : Principaux glycoconjugués fucosylés dont la surexpression est retrouvée dans 

des cancers 

 

 

La fucosylation est fortement associée au cancer et elle pourrait être une cible pour un 

nouveau traitement du cancer (Miyoshi et al., 2008). 

 

 

II.6.  Utilisation des lectines en recherche, 

diagnostic et thérapie  

 

II.6.1. Histopathologie 

Les lectines peuvent être utilisées en histopathologie afin de marquer spécifiquement 

des cellules présentant des glycosylations particulières. Les principales lectines isolées de 

plantes ou d’invertébrés sont présentées dans le Tableau 5. Elles sont employées pour la mise 

en évidence de glycotopes en oncologie ou, plus généralement, en histopathologie (Figure 

28). (Guillot et al., 2004; Kuhlmann et al., 1983; Maruyama et al., 2002). De par leur 
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spécificité, les lectines se lient préférentiellement à un monosaccharide soit situé au bout de la 

chaîne soit placé dans une position non terminale des oligosaccharides complexes. 

Depuis maintenant plus de vingt ans, la lectine HPA, extraite de l’escargot de 

Bourgogne est utilisée en histopathologie comme marqueur de plusieurs cancers, dont les 

adénocarcinomes du sein (Brooks et al., 2007), de l’estomac (Cioci et al., 2003), du côlon 

(Kolatkar et al., 1998), du poumon (Kolatkar et al., 1998) mais aussi pour les mélanomes 

(Cioci et al., 2006). Cette lectine a la particularité de reconnaître spécifiquement des 

glycoépitopes présents à la surface des cancers primaires, associés au développement de 

métastases notamment dans les ganglions lymphatiques impliquant à court terme un mauvais 

pronostic vital et un raccourcissement de la vie des patients. Elle est également capable de se 

fixer sur des épitopes présents sur les cellules ayant déjà métastasées. 

 

 

Figure 28 : Marquages positif (A) et négatif (B) par HPA biotinylé d’adénocarcinomes du 

poumon. 

Grossissement x200(Kolatkar et al., 1998). 
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Tableau 5 : Principales lectines commerciales 
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II.6.2. Puces à lectines 

Une des principales techniques qui permet l’étude des glycanes est la spectrométrie de 

masse. Elle a l’avantage de donner des informations détaillées sur la structure des glycanes. 

Mais son plus gros inconvénient est le faible débit de cette technique pour étudier le glycome. 

Ainsi la technique de puce à lectines et à anticorps dirigés contre les sucres a été mise au 

point. Il s’agit d’une méthode à haut débit mais qui donne beaucoup moins de détails 

structurels. Les lectines possèdent une gamme de spécificité : certaines reconnaissent un 

monosaccharide particulier dans pratiquement tous les contextes, alors que d'autres sont très 

spécifiques pour une séquence oligosaccharidique particulière. Certains épitopes ne sont 

reconnus par aucune lectine naturelle, et nécessitent la génération d’anticorps monoclonaux. 

 

 

Figure 29 : Schémas représentant le principe d’une puce à lectine 

 

 

Les puces à lectines utilisent la même architecture que les puces à glycanes. Les 

lectines ou les anticorps sont spatialement répartis sur une puce en verre par fixation 

covalente (Tableau 5). Les glycoprotéines du lysat de cellules d'intérêt sont marquées avec un 

colorant fluorescent de manière non spécifique. L'échantillon est ensuite incubé avec la 

matrice, une analyse de la fluorescence est ensuite réalisée et de la fluorescence associée à 

chaque pixel est quantifiée. Le motif de points lumineux reflète la glycome de l'échantillon 

particulier (Figure 29). A fin de comparaison, deux échantillons peuvent être analysés en 

parallèle, l'un marqué avec un colorant vert et l'autre avec un colorant rouge par exemple 

(Figure 30). Asashima et son équipe ont étudié la glycome de cellules souches pluripotentes 

induites grâce à une puce à lectine (Tateno et al., 2011). La combinaison des deux 
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échantillons sur un réseau permet une analyse directe de l'évolution du glycome (Gohlke and 

Klebe, 2001). Hirabayashi et son équipe ont utilisé une puce à lectine pour mettre en évidence 

des glyco-altérations présents dans le sérum de patients atteints de fibrose du foie (Kuno et al., 

2011). Cette même équipe a également étudié le glycome des cellules souches pluripotentes 

induites (Tateno et al., 2011). 

 

Figure 30 : Exemple d’un résultat de puce à lectine réalisé sur des cellules souches. 

(Pilobello et al., 2007) 

 

II.6.3. Vectorisation 

En s’appuyant sur la spécificité de reconnaissance glycanique de certaines lectines, il 

est possible de les utiliser pour le ciblage de cellules tumorales. De plus, leur capacité à être 

endocytées en font des vecteurs intéressants qui permettraient de faciliter la délivrance 

intracellulaire de médicaments. Les glycotopes des cellules cancéreuses discutés dans le 

chapitre précédent représentent des cibles potentielles pour les lectines endogènes comme les 

galectines, ou exogènes comme les lectines végétales (Rhodes et al., 2008). 

Par exemple, la lectine d’arachide PNA (spécifique de l’antigène T) pourrait être 

utilisée comme vecteur d’agents de détection des cancers du côlon. Sur un modèle de cancer 

colorectal murin, la délivrance de PNA couplée à un agent d’imagerie permet de distinguer les 

cellules cancéreuses des cellules saines environnantes (Sakuma et al., 2009, 2010). De même, 

il a été montré in vivo l’intérêt de la PHA de Phaseolus vulgaris pour la délivrance d’ADN au 

niveau de tumeurs surexprimant des glycanes branchés en 1-6-GlcNAc à leur surface (Kasuya 

et al., 2008). L’intérêt de la lectine de blé WGA a été mis en évidence pour la délivrance 

d’agents anticancéreux dans des tumeurs du cerveau. L’inconvénient majeur du traitement 
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chimiothérapeutique des tumeurs cérébrales est la difficulté des agents anticancéreux à 

traverser la barrière hémato-encéphalique. L’association de la WGA à des liposomes 

contenant du Topotecan et du Tamoxifène permet d’améliorer la délivrance de ces drogues 

dans des tumeurs du cerveau chez le rat (Du et al., 2009). L’injection i.v. de ces liposomes 

double le temps de survie de rats porteurs de gliomes. 

 

II.6.4. Agents thérapeutiques 

Les lectines sont généralement considérées comme des substances toxiques 

uniquement destinées à être utilisées comme outils d’analyse des glycoconjugués. Cependant, 

des études récentes ont montré leur intérêt dans le traitement des cancers (Tableau 6). Les 

mécanismes d’action anti-tumoraux des lectines se résument plusieurs phénomènes : 

interaction membranaire et endocytose (Mitchell et al., 1998); cytotoxicité par induction de 

l’apoptose ou de l’autophagie (Khil et al., 2007); inhibition de la prolifération 

cellulaire (Mengs et al., 2000); stimulation du système immunitaire (Ma et al., 2008) ; 

inhibition de l’angiogenèse (Elluru et al., 2009). Les lectines peuvent être injectées dans la 

circulation sanguine à des doses non toxiques pour l’organisme afin d’induire spécifiquement 

la mort de cellules tumorales par apoptose, autophagie, ou en activant les défenses immunes 

anticancéreuses (Khil et al., 2007). L’apoptose semble être le mécanisme clé de l’effet 

toxique in vitro des lectines, et peut être engagée par différents mécanismes selon les lectines. 

De plus, leurs spécificités de reconnaissance glycanique en font des vecteurs intéressants pour 

le ciblage de médicaments anticancéreux. Les études cliniques, les plus nombreuses ont été 

réalisées avec des extraits de gui (Viscum album) contenant la lectine VAA1 qui est 

spécifique du galatctose et appartient à la famille de la ricine B. Les homologues 

recombinantes, aviscumine ou rViscumine, sont en cours de tests chez des patients atteints de 

cancer (Schoffski et al., 2004).  
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Tableau 6 : Exemples de lectines végétales utilisées pour leur activité sur les cellules 

cancéreuses 

 

FAMILLE LECTINE 
SPECIFICIT

E 
MODELE  TYPE D’EFFET REF 

Lectines de 

légumineus

es 

Concanaval
ine A 

ConA 

Man/Glc 

Cancer hépatique chez la 

souris  

Inhibition formation tumeur et 

Activation défenses immunes 

(Chang et al., 

2007) 

Hepatectomie (2/3) chez la 
souris 

Régénération hépatique 
(Huang et al., 
2006) 

Métastases colorectales 

hépatiques 
Inhibition formation tumeur 

(Miyagi et al., 

2004) 

Mélanome chez la souris 
Activité antitumorale et 

Cytotoxicité/Inhibition de la croissance 

(Taniguchi et 
al., 1989; Ueno 

et al., 2000) 

Phytohéma

gglutinine 

PHA 

GlcNAc(1-
2)Man 

Cancer colorectale Ciblage de tumeur 

(Mitchell et al., 
1998) 

Cancer métastatique du sein, 

Cancer métastatique colon, 

Cancer colique chez souris 

Interaction avec cellules tumorales sur 
coupes histologiques 

Peanut 

agglutinine 
PNA 

Gal/ antigene 

T 

Cancer colique chez la souris 

Cancer ovarien solide ou 
ascitique chez la souris 

Interaction et inhibition de la croissance 

tumorale 

(Avichezer and 
Arnon, 1996; 

Sakuma et al., 

2009, 2010) 

Lectines de 

RIP de 
type II 

Viscum 

album 

agglutinine  
(Mistletoe 

lectin) 

VAA ou 

VCA 

 

Gal/GalNAc 

 

Carcinome pancréatique 

humain (étude clinique) 
Augmentation de la durée de vie 

(Matthes et al., 

2010) 

Cellules endothéliales Inhibition de l’angiogénèse 
(Elluru et al., 

2009) 

Cancer colique murin 
Inhibition de la croissance tumorale via 

activation du système immunitaire 
(Ma et al., 2008) 

LAL pré-B chez souris 

Apoptose  

Augmentation durée de survie des 
animaux 

(Seifert et al., 

2008) 

Mélanome humain 
Inhibition croissance et métastases 

Effet immuno-modulateurs 

(Thies et al., 

2008) 

Cancer colique chez la souris 

Apoptose 

Cytotoxicité/inhibition croissance 

tumorale 

(Khil et al., 
2007) 

Mélanome B16 chez la souris 
Inhibition de la croissance tumorale 

Augmentation sécrétion IL-12 

(Duong Van 
Huyen et al., 

2006) 

Cancer du sein chez la souris 
Cytotoxicité/inhibition croissance 
tumorale 

(Beuth et al., 
2006) 

Lymphome non-hodgkinien 
murin 

Cytotoxicité/inhibition croissance 

tumorale 

Effet immuno-modulateurs 

(Pryme et al., 

2002; Pryme et 

al., 2004) 

Mélanome 16 chez la souris 

Cytotoxicité/inhibition 

croissance/apoptose 

Inhibition angiogénèse 
Inhibition métastases 

(Park et al., 

2001) 

Carcinome de la vessie chez 

la souris 
Cytotoxicité/inhibition croissance 

(Mengs et al., 

2000) 

Etude clinique sur 41 patients 
atteints de tumeur solide 

Effets secondaires  

Toxicité hépatique réversible  
Durée de demi-vie courte 

 

(Schoffski et al., 
2004) 

Métastases chez la souris 
Augmentation durée de vie des animaux 
Diminution du nombre de métastases 

Activation du système immunitaire 

(Schaffrath et 

al., 2001) 

Cancer de la vessie induit par 

traitement chimique chez le 
rat 

Diminution de la transformation 

tumorale 

(Elsasser-Beile 

et al., 2001) 

Cancer ovarien humain 

injecté en i.p chez la souris 

Cytotoxicité/inhibition croissance 

Augmentation durée de vie des animaux 

(Schumacher et 

al., 2000) 

Lectines 
liant la 

chitine 

Agglunitine 

de germe 

de blé 
WGA 

GlcNAc Gliome murin chez le rat 
Ciblage tumeur du cerveau 
Cytotoxicité/inhibition de la croissance  

Augmentation durée de vie  

(Du et al., 2009) 

 
Jacaline 

 

Gal/Antigène 

T 

Biopsies de cancers 

colorectaux humains 
Diagnostic de néoplasmes colorectaux 

(Desilets et al., 

1999) 
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II.6.5.  Compréhension du trafic Cellulaire  

La capacité des lectines à interagir avec les glycoconjugués de la membrane cellulaire 

et en particulier avec les glycolipides, en font des outils intéressants pour l’étude du trafic 

cellulaire, plus particulièrement dans le cas où des anticorps contre les marqueurs 

organistiques n’ont pas été développés.  

Dans une étude récente, portant sur la stabilité et la localisation d’une 

glycosyltransférase du Golgi, la lectine GNA de perce-neige a été utilisée pour marquer les 

glycoconjugués des membranes plasmiques du Golgi et a ainsi permis de déterminer le défaut 

d’activité de l’enzyme lorsqu’elle est localisée en trans-Golgienne (Pokrovskaya et al., 2011). 

Des lectines présentant d’autres spécificités peuvent être utilisées pour étudier différents 

trafics cellulaires (Schmelz et al., 1994; Valentijn et al., 2007). Par exemple, l’agglutinine de 

Dolichos biflorus DBA a été utilisée pour étudier les sucres de Giardi lamblia (Midlej et al., 

2013), tandis que ConA a permis de suivre l’endocytose des trypanosomes africains (Morgan 

et al., 2004). La lectine de Lycopersicon esculentum (LEL) a été utilisée pour cibler 

spécifiquement le lysosome (McCann et al., 2008; Nolan et al., 1999) et le récepteur de la 

transferrine (Mehlert et al., 2012). 

Une autre étude a démontré que les lectines végétales peuvent être utilisées pour 

déterminer l'état de glycosylation des glycoprotéines, mais aussi permettre l’étude du trafic 

vésiculaire intracellulaire en utilisant la biochimie en conjonction avec l'analyse 

cytochimique. En effet, Vaux et son équipe ont utilisé des lectines telles que l’agglutinine de 

Galanthus nivalis (GNA), l’agglutinine de Pisum sativum (PSA), l’agglutinine de Lens 

culinaris et la concanavaline A pour étudier la voie de sécrétion précoce des cellules HeLa 

(Morgan et al., 2013).  

 

D’autres chercheurs se sont intéressés à la toxine de Shiga. Cette toxine est devenue 

un outil puissant pour l'étude des processus cellulaires, notamment dans le cadre du trafic 

intracellulaire (Ewers et al., 2010; Romer et al., 2007; Romer et al., 2010). L'un des défis les 

plus importants dans ce contexte est de parvenir à une compréhension fonctionnelle de la 

façon dont une protéine s'associe à la membrane exoplasmique et permet ainsi l’invagination 

des membranes (Romer et al., 2007). Pour relever ce défi, il faut de nouvelles technologies 

afin d’obtenir des images haute résolution en temps réel de la dynamique des lipides. De plus, 

seul le domaine de la biophysique des membranes peut formuler des concepts qui devraient 

améliorer notre compréhension de la mécanique des membranes. La Toxine Shiga a 
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commencé à attirer l'attention comme moyen de vectorisation dans la tumeur mais ces études 

sont encore dans une phase précoce de développement (Johannes and Romer, 2010).  

 

II.7.  Ingénierie des lectines 

II.7.1.  Modification de spécificité 

L’ingénierie de lectines dans le but de modifier leur spécificité est un objectif de 

longue date, mais le nombre de résultats positifs est encore limitée (Tableau 7). Seules les 

études présentant un volet expérimental sont présentées ci-dessous. L’ingénierie des lectines 

en -propeller est présentée quant à elle dans le paragraphe III.3. de la partie Introduction. 

 

II.7.1.1. Lectines de plantes 

Les pionniers dans le domaine de l’ingénierie des lectines sont Sharon et ses collègues 

qui ont utilisé la mutagenèse dirigée pour augmenter l'affinité de la lectine Erythrina 

corallodendron pour des dérivés de galactose avec des substituants en C2 (Arango et al., 

1993). De même, la spécificité de la lectine de haricot de Lima, une lectine de légumineuse 

spécifique au galactose a été étudiée. Le mutant C127Y affiche une plus grande affinité pour 

le trisaccharidique de type A comparé à la lectine sauvage (Jordan and Goldstein, 1995). 

 

La lectine PNA (peanut agglutinin) présente une spécificité intéressante pour le 

Thomsen-Friedenrich antigen (antigène T) qui est présent à la surface de cellules malignes 

mais aussi de thymocytes immatures. La lectine PNA pourrait être utilisée comme outil de 

reconnaissance de ces cellules, mais malheureusement elle possède aussi une affinité pour le 

N-acétyllactosamine (LacNac) qui est présent sur plusieurs glycoprotéines de la surface 

cellulaire. Sharma et son équipe ont modifié la spécificité de cette lectine par mutagénèse 

dirigée en modifiant la boucle la plus variable du site de liaison. Ils ont produit deux mutants 

en substituant la leucine 212 par une asparagine ou une alanine, et ont obtenu des lectines qui 

reconnaissent préférentiellement l’antigène T ou le LacNAc respectivement (Sharma et al., 

1996). Une autre étude plus récente a aussi eu pour but d’augmenter l’affinité de la lectine 

PNA pour l’antigène T. Les auteurs ont utilisé les données structurales pour créer des 

mutations par une méthode rationnelle. Ainsi le mutant N41Q présente une affinité pour 
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l’antigène T six fois supérieure à la protéine sauvage exprimée de façon recombinante 

(Adhikari et al., 2001).  

 

La mutation aléatoire des acides aminés présents dans le site de liaison de la lectine est 

très efficace pour produire des bibliothèques de mutants qui présentent des spécificités 

différentes. La lectine de Maackia amurensis (MAH) a fait l'objet de plusieurs études afin 

d’affiner la spécificité pour le sialyllactose. Les 24 nucléotides qui composent le site de 

liaison ont été mutés au hasard, et 16 mutants sont capables d'agglutiner des érythrocytes 

animaux et humains (Yim et al., 2001). Dans une autre étude, 35 mutants ont été préparés en 

variant deux acides aminés dans le domaine de reconnaissance des sucres, et ont pu être 

utilisés pour la caractérisation de lignées cellulaires (Maenuma et al., 2008). Cette 

bibliothèque de MAH modifiées est un outil intéressant pour le diagnostic de l'IgA sérique en 

néphropathie (Maenuma et al., 2009). 

 

En plus des mutations ponctuelles, une autre stratégie est de construire des protéines 

chimériques. Une construction a été réalisée par assemblage de nonapeptides de la lectine de 

Bauhinia purpurea spécifique pour le galactose et de la lectine de lentille (Lens culinaris) 

spécifique pour le mannose. La lectine chimère peut lier à la fois le mannose et le galactose 

(Yamamoto et al., 1992).  

 

II.7.1.2. Lectines de champignons et d’invertébrés 

Les oligosaccharides sialylés ont une grande importance biologique et de nombreux 

efforts ont été réalisés dans l’objectif d'obtenir des lectines avec une spécificité élevée pour 

les oligosaccharides NeuAcα2-3Gal ou NeuAcα2-6Gal. La galectine fongique d’Agrocybe 

cylindracea a été modifiée afin de baisser son affinité pour les oligosaccharides galactosylés 

non sialylés. Le mutant E86D a sensiblement perdu sa capacité de liaison au LacNAc et à 

l'antigène T, alors qu'il conserve une haute affinité pour le 3'-sialyllactose (Tableau 7) 

(Nurisso et al., 2010). L’évolution dirigée basée sur la PCR a été utilisée pour produire des 

lectines se liant à un NeuAc à partir de la lectine à galactose de type R du ver de terre 

Lumbricus terrestris. Après sélection sur fétuine-agarose, l'un des mutants obtenu a montré 

une affinité substantielle pour le Neu5Acα2-6Gal (Yabe et al., 2007). Cette lectine de ver de 

terre a également été modifiée pour obtenir une spécificité pour les oligosaccharides terminés 

par des 6-sulfo-galactose (Gal-6S) qui sont associés à la malignité des glioblastomes. 
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Plusieurs cycles de sélection indiquent que la mutation E20K est nécessaire et suffisante pour 

obtenir la spécificité pour le 6S-Gal (Hu et al., 2012).  

 

Les lectines de type C d’invertébrés marins ont également fait l’objet d’ingénierie dans 

le but de changer la spécificité. Ainsi, la lectine CEL-I isolée à partir du concombre de mer 

Cucumaria echinata présente une spécificité pour le galactose grâce à un motif de 

reconnaissance Gln-Pro-Asp. La mutation de l’aspartate en asparagine a pour conséquence le 

changement de la spécificité de la protéine qui devient alors spécifique du mannose 

(Hatakeyama et al., 2013). 

 

II.7.1.3. Lectines de vertébrés  

Les lectines de type C de vertébrés ont aussi fait l’objet d’ingénierie. En effet, les 

lectines de type-C spécifiques pour le mannose sont faciles à produire et à caractériser, alors 

que celles spécifiques pour le galactose présentent des difficultés particulières. La spécificité 

des CRDs dépend d’une courte séquence d’acides aminés (EPN pour le mannose, contre QPD 

pour le galactose). Les stratégies ont porté sur l’insertion de 3 portions de la lectine de foie de 

rat (RHL-1) spécifique du galactose (Tableau 7) (Iobst et al., 1994), ou sur la substitution de 

la séquence EPNDHGS de la MBP par la séquence GPDDWYGHGLGG de la RHL-1 (Topin 

et al., 2014). La substitution des acides aminés A211, S212 et H213 par trois lysines a permis 

de modifier la spécificité de la MPB-A du rat pour qu’elle reconnaisse le Lex et le SLex (Ng 

and Weis, 1997).  

D’autres lectines comme les galectines sont utilisées dans l’ingénierie de spécificité. 

Ainsi, Salomonsson et son équipe ont produit plusieurs mutants de spécificités différentes. Le 

mutant K176L de la galectine-3 a une affinité plus élevée pour les β-galactosides, alors que le 

mutant R182S a une affinité plus faible pour le LacNAc (Salomonsson et al., 2010).  
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Lectine Organisme 
Spécificité 
d’origine 

Méthode Mutation 
Spécificité 

acquise 
Réf 

ECorL Erythrina 
corallodendron  

Galactose Mutagénèse dirigée Y108T  Galactose ↑ (Arango et al., 1993) 

LBL Lima Bean trisaccharide 
groupe sanguin A  

Mutagénèse dirigée C127Y groupe sanguin A 
↑ 

(Jordan and 
Goldstein, 1995) 

RBL Robinia 
pseudoacacia  

Galactose Biologie moléculaire Insertion d’un site 
spécifique du 
mannose 

Mannose (Nishiguchi et al., 
1997) 

BPA  
LCA 

Bauhinia 
purpurea  
Lens culinaris  

Galactose 

Mannose 

 Protéine chimérique Galactose et  
Mannose 

(Yamamoto et al., 
1992) 

PNA Peanut antigène T 

LacNac 

Mutagénèse dirigée L212N antigène T ↑ 

LacNac ↓ 

(Sharma et al., 
1996) 

PNA Peanut antigène T 

LacNac 

Mutagénèse dirigée L212A antigène T ↓ 

LacNac ↑ 

(Sharma et al., 
1996) 

PNA Peanut antigène T 

LacNac 

Mutagénèse dirigée N41Q antigène T ↑ 

LacNac  
(Adhikari et al., 
2001) 

MAH Maackia 
amurensis  

 Mutagènèse 
aléatoire 

6’-sialyllactosamine Erythrocytes 
animaux et 
humains 

(Yim et al., 2001) 

ACG Agrocybe 
cylindracea  

LacNac 

Antigène T 

3'-Slactose  

Mutagénèse par 
saturation 

E86D LacNac↓ 

Antigène T ↓ 

3'-sialyllactose ↑ 

(Nurisso et al., 
2010) 

EW29 Lumbricus 
terrestris 

Galactose Evolution dirigée   Neu5Acα2-6Gal  (Yabe et al., 2007) 

EW29 Lumbricus 
terrestris 

Galactose Evolution dirigée  E20K 6S-Gal (Hu et al., 2012) 

CEL-I  Cucumaria 
echinata  

Galactose Mutagénèse dirigée D103N Mannose (Hatakeyama et al., 
2013) 

galectin-3 Homme  β-galactoside Mutagénèse dirigée K176L β-galactoside ↑ (Salomonsson et al., 
2010) 

galectin-3 Homme  β-galactoside Mutagénèse dirigée R182S LacNac ↓ (Salomonsson et al., 
2010) 

galectin-3 Homme  β-galactoside Mutagénèse dirigée R144S Type A (Salomonsson et al., 
2010) 

MBP Homme Mannose  Insertion de 3 
portions de RHL-1 
dans le MBP 

Galactose (Iobst and 
Drickamer, 1994) 

MBP Homme Mannose Mutagénèse dirigée GPDDWYGHGLGG à 
la place de 
EPNDHGS 

Insertion d’une 
portion de RHL-1 

Galactose (Kolatkar and Weis, 
1996) 

MBP Homme Mannose Mutagénèse dirigée GPDDWYGHGLGG à 
la place de 
EPNDHGS 

Insertion d’une 
portion de RHL-1 

GalNAc (Topin et al., 2014) 

PA-IIL Pseudomonas 
aeruginosa 

Fucose Mutagénèse dirigée S22A Mannose ↑ (Adam et al., 2007) 

PA-IIL Pseudomonas 
aeruginosa 

Fucose Mutagénèse dirigée G24N 

S23A 

Fucose ↑ (Adam et al., 2007) 

PA-IIL Pseudomonas 
aeruginosa 

Fucose Evolution dirigée  H50V, D52C , Q53R  
H50T, D52N, Q53R 

H50N, D52N, Q53G  
H50V, D52C, Q53E  

Galα1–3Gal  (Keogh et al., 2014) 

PA-IIL Pseudomonas 
aeruginosa 

Fucose Mutagénèse dirigée G24N 

G24W 

Fucose ↑ (Kriz et al., 2014) 

RSL Ralstonia 
solanacearum  

Fucose Mutagénèse dirigée W31A 

W76A 

Fucose ↓ (Mishra et al., 2012; 
Wimmerova et al., 
2012) 

AAL Aleuria 
aurantia  

Fucose  N224Q Fuc1-6GlcNAc ↑ (Romano et al., 
2011) 

Tableau 7 : Exemples d’ingénierie de spécificité de lectines 
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II.7.1.4. Lectines de bactéries 

Sur la base de la structure cristalline de LecB, une lectine à fucose de Pseudomonas 

aeruginosa, et RS-IIL une lectine à mannose de Ralstonia solanacearum, il a été possible de 

concevoir des mutants de LecB dans le but de renforcer la spécificité de fucose, ou de 

commuter la préférence pour le mannose (Tableau 7) (Adam et al., 2007; Kostlanova et al., 

2005; Mitchell et al., 2002). Cette même équipe a récemment modifié la spécificité de LecB 

in silico par mutagénèse dirigée par saturation sur les acides aminés 22, 23 et 24. Les mutants 

clés ont ensuite été créés pour une étude par ITC. Les mutants G24R, G24N et G24W voient 

leur affinité pour l’αMefuc augmenter (Kriz et al., 2014).  

 

La lectine à galactose LecA de P. aeruginosa a également été mutée pour augmenter 

son affinité vers des glycosylations d’intérêt. Une série de triple mutants (H50V, D52C, 

Q53R et H50T, D52N, Q53R et H50N, D52N, Q53G et H50V, D52C, Q53E) obtenue par 

évolution dirigée a vu leur affinité pour le Galα1–3Gal augmenter par rapport à l’affinité pour 

le LacNAc (Keogh et al., 2014).  

 

 

II.7.2.  Modification de valence :  

 

Des mutants monovalents de lectines sont très utiles pour l'analyse des glycoconjugués 

de surface des cellules contenant de l'acide sialique par la technique de cytométrie en flux. En 

effet, grâce à la monovalence, les lectines n’agglutinent pas les cellules ce qui facilite 

l’analyse. 

 

La production de lectines monomériques peut se faire par des modifications chimiques 

de la surface protéique qui préviennent les processus d’oligomérisations. De telles approches 

ont été utilisées sur la concanavaline A, qui est naturellement sous forme d’un tétramère à pH 

7. Des formes dimériques de ConA ont été produites grâce à des modifications chimiques : 

succinyl-ConA et acétyl-ConA (Gunther et al., 1973). Une combinaison de succinylation et de 

photomarquage par l’azidophenyl-α-D-mannopyranoside a permis la production de ConA 

monovalente à pH 5, ne possédant donc pas d’activité d’hémagglutination (Beppu et al., 

1976). La leukoagglutinine de Maackia amurensis (MAL), spécifique pour le NeuAcα2-3Gal, 
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et la lectine d'écorce du sureau japonais Sambucus sieboldiana (SSA) spécifique pour le 

NeuAcα2-6Gal ont également été modifiées chimiquement. La réduction sélective de ponts 

disulfures entre les sous-unités suivie d'une alkylation a permis l’obtention de protéines 

monomériques (Kaku et al., 1993; Kaku and Shibuya, 1992).  

  

Une autre méthode consiste à empêcher la formation de ponts disulfure, en remplaçant 

par ingénierie moléculaire les cystéines impliquées par des sérines. Des galectines sont aussi 

fréquemment obtenues sous formes monomériques (Wang et al., 2008).  

 

Cependant, l'augmentation de la polyvalence d'une lectine peut être intéressante pour 

améliorer son affinité à l'égard des surfaces glycosylées. Deux lectines spécifiques du 

NeuAcα2-6Gal issues du ver de terre ont été assemblées par un linker polypeptide. Cette 

construction se traduit par une augmentation de l’affinité de près de 10 fois (Yabe et al., 

2009). La protéine résultante se lie fortement aux surfaces de globules rouges sans 

hémagglutination et a donc un grand intérêt pour l’étude en cytométrie de flux.  

 

L'introduction de résidus capables de créer des ponts disulfures entre les monomères 

de cystéines a été utilisée pour permettre l'oligomérisation. Une forte augmentation de la 

puissance d’hémagglutination a été observée pour le mutant P71C de la lectine de 

monocotylédones Galanthus nivalis (GNA) spécifique du mannose par rapport au type 

sauvage. Cette propriété peut être désactivée lors de l'ajout de DTT (McDonald et al., 2004). 

 

 

III.  Objectif et Conception de néolectines  

L’objectif de ma thèse est de concevoir des lectines de valence, topologie et de 

spécificité modulable. Ainsi les lectines mutées au niveau de leur valence et topologie 

permettront de mieux étudier les phénomènes associés à la multivalence, tels que les 

mécanismes d’endocytose induits par les lectines. 

A cet effet, une lectine hautement symétrique et très stable a été choisie et permettra 

d’établir un projet d’ingénierie protéique. Les lectines sous forme de béta-propeller présentent 

les caractéristiques recherchées. 
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III.1.  Béta-propeller 

 Le repliement en béta propeller a été identifié dans de nombreuses familles protéiques 

à la fois chez les procaryotes et les eucaryotes. Ce repliement est une structure très symétrique 

qui est basée sur une répétition de 4 à 10 lames ou « blades » disposés en torus autour d'un 

axe central. Chaque lame est typiquement composée de quatre brins β antiparallèles. Les 

feuillets sont disposés radialement autour d’une cavité centrale (Figure 31). L'interaction 

majoritairement hydrophobe entre les feuillets fournit une grande partie de la stabilité 

structurelle même si elle n'est pas la seule force de stabilisation. Bien que l'ensemble des 

structures de ces protéines présente des similitudes importantes, la plupart des protéines ont 

évolué de façon nettement différentes quant à la manière de fermer le cercle. Certains β-

propeller se ferment par interactions entre les lames 1 et 3 comme la Tachylectine 2 (Beisel et 

al., 1999) ou entre les lames 2 et 2 (Renault et al., 1998) ou grâce à des ponts disulfures 

(Faber et al., 1995). La rigidité de cette structure semble être une caractéristique qui a conduit 

à son utilisation dans une large variété de rôles fonctionnels (Fulop and Jones, 1999) (Tableau 

8). 

 

 

 

 

Figure 31 : Structure de différents β-propeller   

De gauche à droite la tachylectine 2 (Beisel 1999) code PDB 2Z48, PVL (cioci 2006) code 

PDB 2BWN, AAL (Fujihashi 2003) code PDB 1OFZ et RSL (Kostlanova 2005) code PDB 

2BT9.  
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 Tableau 8 : Différentes protéines avec une structure en Béta-propeller. 

 

III.2.  Les lectines en béta-propeller 

 Trois familles de lectines, ne présentant aucune similarité de séquences entre elles 

adoptent une architecture en β-propeller (Tableau 8). La tachylectine-2, un β-propeller à 5 

lames est purifiée à partir de la limule Tachypleus tridentatus et présente une spécificité pour 

le GlcNAc La protéine PVL du champignon Psathyrella velutina est quant à elle composée de 

7 lames et reconnait spécifiquement les glycanes se terminant par un résidu GlcNAc ou un 

acide neuraminique (Cioci et al., 2006). Une lectine similaire a récemment été caractérisée à 

partir du champignon Agrocybe aegerita (Jiang et al., 2012). 

 

 

Nombre 

de blades 
Nom Fonction Séquence/Motif Fermeture Code PDB Références 

4 Hemopexine Liaison de l’Hème et 
délivrance 

Résidus conservés  
hydrophobiques 

Pont disulfure 1hxn 
1qhu 

(Faber et al., 
1995; Paoli et al., 

1999) 

4 Collagenase Clivage du collagène Résidus conservés  
hydrophobiques 

Pont disulfure 1fbl (Li et al., 1995) 

5 Tachylectine-2 Liaison GlcNAc et 

GalNAc 

DNWL 

IGxGGW 

3+1 1tl2 (Beisel et al., 

1999) 

6 Neuraminidase et 

sialidase 

Clivage de l’acide sialique 

terminal à partir de 
glycoconjugés 

Boîte aspartate 1+3 7nn9, 2sil4 (Crennell et al., 

1993; Varghese et 
al., 1983) 

6 Glucose 

deshydrogénase 

Oxidation des sucres en 

lactones 

Motifs de liaison 

de deux différents 

1+3 1qbi (Oubrie et al., 

1999) 

7 Methylamine 
deshydrogénase 

Conversion de 
méthylamine en ammoniac 

et aldéhyde 

Néant 3+1 1mda (Vellieux et al., 
1989) 

7 Galactose oxidase Oxidation des alcools en 

aldéhydes 

Motif Kelch 1+3 1gof (Ito et al., 1991) 

7 Sous-unités β 

protéine G 

Signalisation Répétition de WD 1+3 1gg2 (Wall et al., 1995) 

7 Régulateur de la 
condensation des 

chromosomes 

(RCC1) 

Transport 
nucléocytoplasmique and 

régulation du cycle 

cellulaire 

VYxWG 2+2 1a12 (Renault et al., 
1998) 

7 Prolyl 
oligopeptidase 

Clivage liaison peptidique Néant Néant 1qfm (Fulop et al., 
1998) 

7 Fragment N-
terminal  de la 

chaine lourde de 

la clathrine 

Transport des lipides et 
protéines entre les 

compartiments 

membranaires 
intracellulaires 

Résidus 
hydrophobiques 

conservés 

1+3 1bpo (ter Haar et al., 
1998) 

8 Methanol 

deshydrgénase 

Oxidation du méthanol en 

formaldéhyde 

Motif W-docking 1+3 4aah (Xia et al., 1992) 

 

8 Cytochrome cd1 Réduction des nitrites en 
acide nitrique et/ou de 

l’oxygène en eau 

Néant 3+1 1qks (Baker et al., 
1997; Fulop et al., 

1995) 
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Lectine Origine 
Oligomérisati

on 

Poids 

moléculaire 

(kDa) 

Spécificité 
lames / 

mononmère 

sites/ 

oligomère 
Réf 

AAL 
Aleuria             

aurantia 
Homodimère 36 

Fuc avec préférence 

pour Fuc α1-6 et  Fuc 
α1-3 

6 12 
(Fujihashi et 

al., 2003) 

AOL 
Aspergillus 

oryzae 
Homodimère 35 Fuc α1-6 et autres Fuc 6 12 

(Matsumura et 

al., 2007) 

AFL 
Aspergillus 

fumigatus 
Homodimère e 34 Fuc α1-2 et autres Fuc 6 12 

(Houser et al., 

2013) 

RSL 
Ralstonia 

solanacearum 
Homotrimère 30 Fuc   α1-2et autres Fuc 2 6 

(Kostlanova et 

al., 2005) 

BambL 
Burkholderia 

ambifaria 
Homotrimère 30 Fuc   α1-6 et autres Fuc 2 6 

(Audfray et al., 

2012) 

 

Tableau 9 : Lectines de la famille de RSL et AAL 

 

 

La troisième famille de lectine correspond à une architecture en 6 lames avec une 

spécificité pour le fucose. (Tableau 9). Ces lectines sont d’origine fongique (AAL: Aleuria 

aurantia, AFL: Aspergillus fumigatus, AOL: Aspergillus oryzae) ou bactérienne (RSL: 

Ralstonia solanacearum, BambL: Burkholderia ambifaria). La sous-famille bactérienne a la 

particularité de former le -propeller par trimérisation de trois peptides à 2 lames. C’est le 

seul exemple connu de -propeller formé par oligomérisation et non par répétition-tandem, et 

cela représente peut-être une étape évolutive antérieure. Les acides aminés impliqués dans les 

interactions entre lames et dans la reconnaissance du fucose sont conservés dans cette famille. 

Il s’agit en particulier d’une arginine et d’un glutamate qui stabilisent le sucre par des liaisons 

hydrogène. Un tryptophane est aussi fortement conservé et peut être substitué par une 

tyrosine. Dans les deux cas, le cycle aromatique stabilise le fucose par des interactions 

hydrophobes de stacking (Figure 32).  
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Figure 32 : Alignement des séquences des sites de fixations des principales lectines 

bactériennes 

En rouge, jaune, bleu et noir sont mis en évidence les acides aminés fortement impliqués dans 

la liaison avec le fucose et qui sont conservés d’une lectine à l’autre. 

 

 

III.3.  Ingénierie de béta-propeller 

Le -propeller est une architecture basée sur la répétition d’éléments qui permet les 

approches top-down de déconstruction basées sur les éléments de symétrie (Blaber and Lee, 

2012). La possibilité de reproduire l’évolution et de reconstruire un β-propeller fonctionnel à 

partir de fragments a été explorée par le groupe de Dan Tawfik à partir de la Tachylectine-2. 

Diverses bibliothèques ont été créées par troncature graduelle du gène codant pour la 

tachylectine 2 en vérifiant que la fonctionnalité de la lectine était conservée. Plusieurs 

peptides correspondant à deux lames ont été isolés. Ils présentent la capacité de 

s’oligomériser. La spécificité et l'affinité sont presque les mêmes entre le type sauvage et des 

segments (Topin et al., 2013). Toutefois, l’oligomérisation est différente en raison d’un 

échange de brins béta entre deux -propellers voisins (Rossner et al., 2013). 

 

Les lectines avec une architecture en -propeller ont été ingénierées afin de modifier 

leur valence. En effet, la lectine AAL a été modifiée par mutagenèse dirigée pour créer une 

forme monomérique. Une concentration 20 fois plus élevée de mAAL est nécessaire pour 

induire une hémagglutination par rapport à la protéine sauvage. Dans ce même article, 

Olausson et son équipe ont produit une petite lectine à partir de la lectine AAL correspondant 
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aux acides aminés 50 à 160 qui ne composent qu’un site de fixation appelée S2-AAL 

(Olausson et al., 2011). Ces protéines peuvent donc facilement être utilisées comme 

marqueur, ainsi l’absence d’agglutination facilite l’analyse par cytométrie en flux par 

exemple. La protéine mutante S2-AAL a ensuite fait l’objet d’une étude afin de mettre au 

point une chromatographie de faible affinité pour étudier la spécificité de la protéine 

(Bergstrom et al., 2012). 

 

 

III.4.  RSL : un béta-propeller trimérique hexavalent 

La lectine RSL a été identifiée dans le génome de la bactérie pathogène de plantes 

Ralstonia solanacearum. La lectine RSL recombinante présente une forte affinité (de l’ordre 

du micromolaire) pour les oligosaccharides fucosylés, en particulier pour la séquence Fuc1-

2Gal présente dans la paroi des plantes mais aussi sur les tissus humains (Kostlanova et al., 

2005). 

La séquence est composée de 90 acides aminés et met en évidence la présence de deux 

motifs peptidiques répétés quasiment identiques qui forment les deux lames d’un monomère. 

Chaque lame est composée de 4 petits brins β antiparallèles. La structure cristallographique de 

RSL montre que la protéine se trimérise en une architecture en β-propeller composée de 

lames. RSL adopte donc une structure tertiaire en β-propeller dérivée de l’oligomérisation de 

3 sous-unités et non par le repliement d’un polypeptide unique. Cette structure hautement 

symétrique est formée par un trimère dont chaque monomère comporte deux sites de fixation 

au fucose (Figure 33). Par conséquent, RSL est hexavalente avec deux types de sites de 

fixation au fucose : 3 sites intramonomériques et 3 sites intermonomériques.  

Ces sites ont été finement caractérisés et sont très similaires. Le fucose établit 

principalement des liaisons hydrogène avec une arginine et un glutamate. Un tryptophane est 

également impliqué dans la stabilisation du fucose par des interactions hydrophobes (Figure 

33 B) (Kostlanova et al., 2005).  
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Figure 33 : Structure cristallographique de RSL en présence d’αMeFuc.  

Code PDB 2BT9 (Kostlanova et al., 2005)  

(A) Trimère de RSL cristallisé en présence d’αMeFuc. Les sites 1 correspondent aux sites 

intramonomériques et les sites 2 aux sites intermonomériques. Chaque monomère est 

représenté par une couleur différente. Une des lames (blade) et un des monomères sont 

matérialisés. (B) Site intramonomérique. Les liaisons hydrogène entre l’αMeFuc et RSL sont 

visibles en pointillés. (C) Séquence en acides aminés d’un monomère de RSL. En rouge sont 

visibles les acides aminés principalement impliqués dans la liaison avec l’αMeFuc dans le 

site intramonomérique. 

  

 

RSL a été l’objet d’études théoriques et expérimentales afin d’analyser le rôle de 

l’acide aminé aromatique dans la reconnaissance du fucose. Les auteurs ont ainsi démontré le 

rôle crucial du tryptophane qui est majoritairement impliqué dans la stabilisation du sucre 

dans le site de fixation par un effet de stacking (Mishra et al., 2012; Wimmerova et al., 2012). 

Cette importance du résidu aromatique dans la reconnaissance du fucose avait été démontrée 

auparavant dans la lectine AAL en mutant les tyrosines 26, 79, 92, 181 et 241 ou le 

tryptophane 149 (Amano et al., 2004). Par ailleurs, les acides aminés adjacents au site à 

fucose jouent un rôle important dans la spécificité pour les oligosaccharides, comme démontré 

par la mutation N224Q de AAL qui induit une spécificité plus forte pour le motif Fucα1-

6GlcNAc (Smerdova et al., 2013). 
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IV.  Stratégie proposée  

Le but de ma thèse est d’obtenir des lectines de valence, topologie et spécificité 

modulable. Ainsi, les lectines mutées au niveau de leurs valences et topologies, nous 

permettrons de mieux étudier le mécanisme d’action de la multivalence sur l’avidité et sur le 

mécanisme d’endocytose. Il sera par exemple possible d’analyser l’influence des sites de 

fixation ainsi que la localisation d’un site par rapport aux autres sur la formation de tubules. 

D’autre part, le changement de spécificité de la lectine RSL peut nous permettre de créer un 

outil de reconnaissance d’oligosaccharides mais aussi un outil de marquage de cellules 

présentant ces sucres. Ces lectines pourraient également devenir des outils de vectorisation. 

 

La première stratégie consiste en une modification de la valence de la lectine RSL. La 

lectine possédant deux sites de fixations par momonère, l’inactivation d’un site de fixation par 

monomère entraine l’inactivation de trois sites de fixation au niveau de la protéine trimérique 

fonctionnelle. Cette approche nous permettra de comparer le comportement d’une lectine 

hexamérique avec une lectine trimérique. 

Afin d’accéder à d’autres valences, la seconde stratégie sera de construire une protéine 

de même architecture que RSL mais présentant les six lames sur même polypeptide (neoRSL 

monomérique) par ajout de deux linkers entre trois séquences RSL. En utilisant un ADN 

suffisamment dégénéré à chaque site, il est possible d’inactiver par mutagénèse dirigée les 

sites de fixation indépendamment les uns des autres. Une librairie de mutants de valence 

contrôlée (de 0 à 6) pourra ainsi être créée, puis testée pour leurs propriétés biochimiques et 

biophysiques. 

La création d’une protéine monomérique de valence 1 permettra de plus la création 

d’un outil dont la spécificité est plus facilement modulable et surtout caractérisable. Ainsi, il 

est possible de modifier la spécificité du seul site actif de la protéine monomérique 

monovalente, par mutagénèse dirigée ou aléatoire. Une fois les mutations d’intérêts 

caractérisées par séquençage, il sera possible de modifier tous les sites de la protéine en 

réalisant cette mutation dans le but d’obtenir une protéine héxavalente avec une nouvelle 

spécificité. Il sera également possible de garder certains sites inactifs afin d’avoir la valence et 

la topologie souhaitées. Les mutations qui permettent le changement de spécificité peuvent 

aussi être appliquées à la protéine RSL trimérique. Nous avons, sur ce concept, déposé un 

brevet (Imberty et al., 2014). 
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V.  Méthodologie  

V.1.  Biologie moléculaire et biochimie 

V.1.1. Mutagénèse dirigée 

L’insertion ou la mutation d’un nombre important de bases nucléotidiques dans un 

gène a été réalisée selon la méthode GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System, 

commercialisée par Invitrogen. Le principe repose sur celui développé pour de la mutagenèse 

classique, à l’exception de conception des amorces (Figure 34).  

 

 

Figure 34 : Principe de la mutagénèse dirigée 

1. Plasmide méthylé. 

2. Dénaturation du plasmide et fixation avec deux amorces présentant en leur centre la 

mutation d’intérêt. 

3. Amplification du plasmide par PCR. 

4. Digestion de l’ADN méthylé matrice non muté 

5. Obtention du plasmide muté qu’il faut amplifier après transformation dans des 

bactéries. 

 

V.1.2. Production et purification des lectines 

La production des lectines a été réalisée dans un système hétérologue bactérien. Les 

gènes codant pour les protéines ont été clonés dans des plasmides de type pET et transformés 

dans la souche d’expression TUNERTM (DE3) d’Escherichia coli. L’induction de la 

production est réalisée lorsque la densité optique à 600 nm est d’environ 0.7 par l’ajout 

d’IPTG. 

Les purifications sont réalisées par chromatographie d’affinité, soit sur colonne de 

mannose ou fucose, soit sur colonne de nickel. Dans certains cas, une chromatographie 

d’exclusion de taille a ensuite été réalisée pour permettre l’obtention d’une protéine pure. 
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V.2.  Caractérisation 

V.2.1.  Caractérisation biochimique 

V.2.1.1.  Microcalorimétrie de Titration Isotherme 

Parmi les différentes méthodes qui permettent d’étudier la thermodynamique de la 

reconnaissance entre un récepteur et son ligand (protéine-sucre, protéine-protéine ou autre), la 

microcalorimétrie de titration isotherme (ITC) est la seule permettant d’obtenir tous les 

paramètres thermodynamiques caractérisant l’interaction en une seule expérience, telles que la 

constante d’affinité (Ka), la stœchiométrie d’interaction (n) ainsi que les contributions 

enthalpiques (∆H) et entropiques (T∆S). De plus, contrairement à d’autres méthodes 

nécessitant l’immobilisation du ligand ou du récepteur pouvant parfois gêner l’interprétation 

des résultats, la microcalorimétrie utilise les molécules libres en solution.  

L’interaction non covalente entre une macromolécule M et son ligand L conduit à la 

formation réversible d’un complexe ML. La force de l’interaction est représentée par la 

constante d’association Ka en M-1. Plus cette constante est grande, plus l’affinité entre les 

deux partenaires est forte. Le Ka correspond au rapport de la concentration du complexe ML 

sur celles de la macromolécule M et du ligand L. L’affinité est souvent exprimée par la 

constante de dissociation Kd en M. 

Ka= [ML]/[M][L]=1/Kd 

D’un point de vue thermodynamique, la constante d’affinité Ka est fonction de 

l’énergie libre de l’interaction. La variation d’énergie libre ΔG (énergie de Gibbs) 

d’interaction s’écrit de la manière suivante : 

ΔG= -RT lnKa 

avec T : température (K), R constante des gaz parfaits (R=8,314 J.mol-1.K-1) et Ka : 

constante d’affinité en M-1. 

Lorsque ΔG est négatif, l’interaction est spontanée et susceptible de fournir de 

l’énergie. Elle est également dite exergonique. Cette énergie est la résultante de deux 

contributions énergétiques : l’enthalpie de liaison ΔH et l’entropie de liaison ΔS.  

ΔG=ΔH- TΔS 

L’enthalpie ΔH reflète la chaleur absorbée ou dégagée lors de l’interaction. Les 

interactions exothermiques ont une valeur de ΔH négative, ce qui est généralement le cas pour 
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les interactions protéine-sucre. Mais des interactions moléculaires spontanées endothermiques 

sont aussi observées. L’entropie représente le degré de désordre d’un système. Son 

augmentation est due aux mouvements Browniens et s’amplifie avec la température. La 

contribution entropique de liaison TΔS peut être positive (favorable à l’interaction) ou 

négative (défavorable). La limitation de la flexibilité des oligosaccharides lors de l’interaction 

avec une protéine résulte généralement en une forte barrière entropique qui fait baisser 

l’affinité (Imberty et al., 2005). 

 

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

enceinte adiabatique qui est maintenue à température constante pendant le temps de la 

titration. Une cellule de référence contient du tampon uniquement. Une solution contenant la 

protéine est placée dans une deuxième cellule, dite d’analyse (Figure 35).  

 

 

Figure 35 : Schéma d’un calorimètre 

 

A intervalle régulier, des aliquotes de ligand (dans la même solution que la protéine) 

sont ajoutés à l’aide d’une seringue. A chaque injection, l’interaction entre les deux molécules 

s’accompagne d’un dégagement ou d’une absorption de chaleur qui entraîne une variation de 

température de la cellule de travail. Afin de rééquilibrer la température entre les deux cellules, 

l’appareil applique une puissance électrique. C’est ce signal qui est mesuré par le calorimètre. 

La puissance fournie est mesurée en fonction du temps, puis intégrée. 

Au début de la titration, des quantités importantes de chaleur sont dégagées indiquant 

la formation du complexe protéine-ligand. En fin de réaction, tous les sites de liaison sont déjà 

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

cellule de travail. La forme générale de la courbe dépend des concentrations en 
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macromolécules et en ligands, du volume et du nombre d’injections ainsi que du temps de 

repos entre chaque injection. L’allure de la courbe est très importante pour la précision dans la 

détermination des paramètres thermodynamiques. Cette allure est définie par le paramètre de 

Wiseman. La valeur de c est calculée par l’équation : 

c= n[M0]Ka 

où c le paramètre de Wiseman, n[M0] la concentration initiale de sites de liaison en 

solution et Ka la constante d’association en M-1. 

 

Afin d’obtenir une allure sigmoïdale de la courbe qui permet de déterminer toutes les 

grandeurs thermodynamiques, le paramètre c doit être compris entre 10 et 100. Dans ces 

conditions, la variation d’enthalpie « ∆H », la constante d’association « Ka » et la 

stœchiométrie « n » peuvent être déterminées avec un ajustement de la courbe expérimentale 

sur le modèle théorique approprié (Figure 36) (Wiseman et al., 1989). Une valeur de c plus 

élevée entraine une pente trop forte de la sigmoïde et un manque de précision dans la 

détermination de Ka. Une valeur trop faible nécessite de travailler en excès de ligand pour 

obtenir un plateau en fin de titration mais ne permet pas de déterminer la stœchiométrie.  

 

 

Figure 36 : Données de l’ITC 

(A) Thermogramme expérimental : chaque pic correspond à une injection de ligand 

dans la solution de protéine. (B) Résultats d’ITC intégrés permettant la mesure de données 

thermodynamiques (constant d’association : Ka, enthalpie : ΔH) et de la stœchiométrie (n) de 

l’interaction. 
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V.2.1.2. Résonance Plasmonique de Surface 

La résonance plasmonique de surface (SPR) permet de mesurer en temps réel toute 

interaction entre deux partenaires, ainsi que d’obtenir le Kd et les constantes de vitesse des 

réactions d’association/dissociation qui caractérisent l’interaction sans aucun marquage des 

protéines. Un capteur est composé d’une fine couche de verre recouverte d’un film d’or 

couplé à du dextran permettant d’immobiliser un ligand. Lorsqu’un faisceau de lumière 

monochromatique polarisé illumine la puce, la lumière réfléchie présente alors une chute 

d’intensité à un angle précis, l’angle de résonance. Les changements d'angle (de I à II dans le 

diagramme du bas à gauche) sont observés lors de la liaison de biomolécules à la surface et 

donc lors d’un changement de la masse de la couche de surface (Figure 37). Ces variations 

sont enregistrées sur un sensorgramme et quantifiées en unités de résonance (RU). 1000 RU 

correspondant à un déplacement de l’angle de 0,1° et sont équivalents à la fixation de 1 ng 

d’analyte par mm².  

 

 

Figure 37 : Principe de la résonance plasmonique de surface (SPR)  

La technologie détecte la variation de l'angle la lumière réfléchie par le côté de la 

puce opposée du canal d'écoulement en fonction de la masse liée à la surface de la puce 

(Cooper, 2002). 

 

 

Les puces utilisées comportent au moins deux canaux distincts, le premier servant de 

référence (Fc1) et le second de test (Fc2). Les résultats montrés représentent les unités de 
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résonnance (RU) après soustraction de la piste de référence (Fc2-Fc1). Le sensorgramme 

obtenu est composé de plusieurs phases : l’équilibration correspondant à la circulation du 

tampon, puis l’association de l’analyte qui se fixe sur le ligand jusqu’à la phase d’équilibre. 

Du tampon est ensuite réinjecté afin d’observer la phase de dissociation. Vient ensuite la 

phase de régénération dont le protocole varie d’une expérience à l’autre, mais qui a pour but 

d’éliminer tous les analytes sans détériorer le ligand. Un nouveau cycle peut alors commencer 

(Figure 38). 

 

 

Figure 38 : Description d’un sensorgramme de SPR 

Le sensorgramme obtenu est composé de plusieurs phases : l’équilibration (1) où du tampon 

est passe dans la puce, puis l’analyte est injecté : il y a alors association (2) où l’analyte se 

fixe sur le ligand jusqu’à la phase d’équilibre (3). Du tampon est ensuite réinjecté, on observe 

alors la phase de dissociation (4). Vient ensuite la phase de régénération (5) dont la 

composition varie d’une expérience à l’autre mais qui a pour but d’éliminer tous les analytes 

sans détériorer le ligand. Alors un nouveau cycle peut commencer. D’après 

http://microgen.ouhsc.edu/. 

  

V.2.1.3. Diffusion Dynamique de la Lumière 

La technique de diffusion dynamique de la lumière (dynamic light scattering ou DLS) 

mesure des fluctuations d’intensité de diffusion d’un faisceau lumineux en fonction du temps 

qui apparaissent lorsque des particules sont soumises au mouvement Brownien. Plus une 

molécule est volumineuse, moins son déplacement en solution est rapide. Les particules en 

http://microgen.ouhsc.edu/
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mouvement vont interagir et disperser le faisceau dans toutes les directions. L’analyse de la 

lumière diffusée va être recueillie par un détecteur, et permet de déduire un coefficient de 

diffusion des particules qui est converti en distribution de taille puis en rayon 

hydrodynamique. Il est également possible d’en déduire le taux de polydispersité de la 

molécule qui représente une déviation standard de la taille de la particule reportée à son 

rayon. Cette valeur permet d’apprécier le taux d’agrégation et d’oligomérisation de la 

protéine. 

 

V.2.1.4. Calorimétrie Différentielle à Balayage 

La calorimétrie différentielle à balayage (Differential Scanning Calorimetry ou DSC) 

permet de suivre la dénaturation thermique d’une protéine. La température des échantillons 

varie de façon contrôlée au cours du temps, en appliquant un gradient de température 

discontinu aux deux cellules de mesures. Lorsque la température augmente les protéines se 

déstructurent. Le mécanisme de dénaturation est une réaction endothermique. L’appareil 

devra ainsi fournir davantage d’énergie à la cellule contenant la protéine par rapport à la 

cellule de référence pour maintenir la même température. La courbe obtenue correspond à la 

capacité calorifique (KJ.mol-1.K-1) en fonction de la température. Le point le plus haut du pic 

correspond à la température de transition (Tm) pour laquelle 50% des protéines sont 

dénaturées (Figure 39). 

 

Figure 39 : Données types de DSC 

(Gris) ligne de base du tampon, (Rouge) profil type d’une protéine n’agrégeant pas après 

dénaturation, (Noir) profil type d’une protéine agrégeant après dénaturation. (D’après 

Differential Scanning Calorimetry: Theory and Practice, du Dr Christopher M. Johnson.). 
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 Les contributions thermodynamiques peuvent être mesurées. Dans certains cas, les 

protéines déstructurées agrègent. Cette agrégation est caractérisée par des pics irréguliers 

visibles après le pic correspondant à la dénaturation (courbe rouge).  

 

V.2.1.5. Criblage de Thermostabilité par Fluorescence  

L’étude de la dénaturation thermique des protéines par fluorescence (Fluorescent-

based thermal shift assay ou TSA) permet également de déterminer la température de 

transition (Tm), mais en utilisant un appareil simplifié, de type PCR qui ne fournit pas 

d’information thermodynamique. Durant l’expérience de TSA, un gradient de température de 

20 à 100°C à raison de 1 degré par minute est induit sur un échantillon protéique mélangé à 

un fluorophore. L’utilisation d’un composé capable de fluorescer uniquement dans un 

environnement hydrophobe va permettre d’obtenir une cinétique de dénaturation de la 

protéine, ainsi que de déterminer le Tm de la protéine. En effet, tant que la protéine est 

correctement repliée, les acides aminés hydrophobes ne sont pas accessibles au fluorophore. 

La fluorescence mesurée reste faible. Lorsque la température augmente, la dénaturation 

progressive de la protéine rend les acides aminés hydrophobes accessibles au fluorophore. 

Une augmentation de la fluorescence est alors observée jusqu’à l’obtention d’un pic (Figure 

40). Le calcul de la dérivée de la mesure de la fluorescence en fonction de la température 

facilite la lecture du Tm de la protéine d’intérêt.  

Les études de TSA peuvent être utilisées pour optimiser le tampon optimal de la 

protéine et les conditions de cristallisation d’une protéine (Phillips and de la Pena, 2011) mais 

également aider à choisir la température de cristallisation la plus adéquate (Dupeux et al., 

2011). 
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Figure 40 : Principe du TSA  

D’après Angonne National Laboratory. 

 

V.2.1.6. Amarrage moléculaire 

L’amarrage moléculaire ou docking consiste à modéliser les orientations (ou poses) 

qu’un ligand peut adopter dans le site de reconnaissance d’une protéine. Dans le cas du 

docking « flexible » différentes conformations possibles du ligand sont considérées. En 

général, la recherche se focalise sur le site actif tel qu'il aura pu être déterminé 

expérimentalement. Différents programmes de modélisation moléculaire peuvent être utilisés 

et nous avons sélectionné Glide (Schrödinger) qui avait donné de bons résultats dans un test 

protéine/sucre (Nurisso et al., 2010). Généralement, plusieurs poses du ligand sont générées et 

classées par ordre de probabilité décroissante selon une fonction d'évaluation (Gohlke and 

Klebe, 2001) qui classera les poses par énergie d'interaction avec le site de la protéine cible.  

 

V.2.2. Caractérisation structurale 

V.2.2.1. Cristallogenèse 

Sous certaines conditions, il arrive que des molécules comme les protéines 

s’agglomèrent de manière à former des cristaux. Durant ce processus de cristallisation, les 

molécules en solution interagissent et passent progressivement d’un état soluble à un état 

solide ordonné en s’organisant en un réseau tridimensionnel périodique.  
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Si la plupart des substances minérales et des petites molécules organiques cristallisent 

facilement, l’obtention de cristaux de macromolécules biologiques est souvent plus délicate et 

constitue en soit le premier obstacle à franchir pour le bio-cristallographe. Les protéines sont 

en effet des structures biologiques fragiles dont la stabilité dépend fortement de 

l’environnement immédiat (solvant, pH, lumière, concentration etc) et deviennent vite 

précaire en dehors des conditions physiologiques habituelles. Les protéines présentent de 

surcroît une certaine flexibilité, notamment au niveau des chaînes latérales des acides aminés. 

Tous ces éléments rendent difficile une cristallogenèse qui impose généralement d’avoir une 

solution initiale pure et homogène, afin de conduire à un solide cristallin et non à un précipité 

amorphe. Afin d’obtenir des cristaux de protéines, une des méthodes fréquemment utilisée est 

« la diffusion de vapeur avec goutte pendante » (Figure 41). La technique consiste à mettre en 

présence, dans une enceinte hermétiquement close, une goutte de quelques microlitres d’une 

solution tamponnée contenant la protéine ainsi que des agents précipitants avec en contrebas, 

un réservoir d’un volume largement supérieur (0.2 à 1 ml) contenant une solution sans 

protéine et dont la concentration en agents précipitants est supérieure à celle établie dans la 

goutte. Avec le temps, les composés volatils (eau ou solvants organiques) vont diffuser dans 

l’enceinte par voie gazeuse entre les deux liquides jusqu'à ce que les concentrations – ou 

plutôt les potentiels chimiques – soient équivalents de part et d’autre. Cet équilibre 

thermodynamique et cinétique engendre du même coup la saturation en protéine qui alors 

s’agglomèrent spontanément, initiant ainsi la croissance de microcristaux dans la goutte. 

Toutefois, la méthode reste empirique et le succès aléatoire, tant les paramètres physico-

chimiques intervenant sont nombreux. Concentrations des solutés, pH et température pour ne 

citer qu’eux, doivent être pris en compte lors de tests successifs tendant à préciser petit à petit 

l’éventail des conditions expérimentales requises. Des échantillonnages commerciaux tels que 

les « Screens Hampton Research» criblant de multiples conditions constituent souvent le point 

de départ des essais.  

 

 

Figure 41 : Description d’une goutte pendante 
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Caractériser l’interaction protéine-ligand nécessite l’obtention de cristaux dans 

lesquels la macromolécule est complexée avec le ligand. Pour ce faire, protéine et ligand sont 

mélangés dans la goutte afin que tous deux interagissent et cristallisent ensemble : on parle 

alors de co- cristallisation. Selon les ligands mis en présence, le complexe proteine-ligand ne 

cristallise pas toujours dans les mêmes conditions expérimentales, ni dans le même groupe 

d’espace. 

 

V.2.2.2. Résolution d’une structure cristallographique 

Les données de diffraction sont collectées dans un faisceau de rayons X, dans notre cas 

au synchrotron ESRF (European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble). Lors de la 

collecte, le rayonnement peut occasionner la formation de radicaux libres à l’intérieur du 

cristal et endommager les molécules. L’intensité du faisceau peut également causer un 

échauffement local du cristal provoquant sa destruction complète. Afin d’éviter ces 

dommages, les cristaux sont congelés dans l’azote liquide après trempage dans une solution 

cryoprotectante qui évite la formation de glace autour des cristaux.  

La collecte de données est effectuée sous un flux d’azote continu. Pendant la collecte, 

le cristal tourne par paliers autour d’un axe perpendiculaire au faisceau de rayons X. Les 

rayons diffractés sont collectés par des détecteurs de type CCD (couple charge device) et ceci 

génère des clichés de diffraction. Le protocole de traitement des clichés de diffraction 

enregistrés lors de la rotation du cristal comporte quatre étapes essentielles : l’indexation, 

l’intégration des intensités, la mise à l’échelle et la moyennisation.  

L’indexation consiste, à l'aide de la position des taches de diffraction couplée à l'angle 

d'oscillation, à déterminer l'orientation du cristal ainsi que les paramètres de maille. Les 

programmes d'indexation cherchent trois vecteurs de base permettant de relier toutes les 

réflexions, puis la matrice d'orientation ainsi que la maille qui explique toutes les réflexions 

observées. Il est alors possible de prédire la position de l'ensemble des taches de diffraction 

sur les images et d'en mesurer l'intensité.  

L'intégration des intensités consiste à établir des profils moyens des taches et de 

calculer l'intensité de chaque réflexion par intégration numérique suivant les profils calculés. 

Cette étape permet de corriger l’étalement des taches sur un diamètre de quelques millimètres, 

mais également de corriger les effets d'absorption et de polarisation du faisceau incident. 

L’ensemble des images intégrées est ensuite mise à l’échelle, entre autre afin de mettre au 
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même niveau l'intensité des différentes réflexions collectées sur différentes images de 

diffraction. Les réflexions équivalentes sont comparées pour mettre en évidence la présence 

de réflexions mal mesurées. Finalement, une intensité moyenne est calculée pour chaque 

réflexion unique, donnant ainsi accès aux modules des facteurs de structures nécessaires pour 

calculer la carte de densité électronique par la transformée de Fourier. 

La qualité d'un jeu de données est déterminée par différents critères statistiques 

calculés au cours du traitement. Les paramètres les plus significatifs et utilisés sont :  

- la résolution : qui déterminera la finesse des détails dans l’image de la densité 

électronique.  

- le rapport signal sur bruit (I/σ) moyen : plus il est grand et meilleure est l'estimation 

des facteurs de structure. 

- la complétude : qui mesure le rapport entre le nombre de réflexions uniques mesurées 

et le nombre théorique de ces réflexions pour la résolution des données. Elle doit être la plus 

grande possible et supérieure à 90 %. 

- la multiplicité : qui correspond au nombre de fois où l'intensité d'une réflexion 

unique est mesurée. Ce qui est équivalent au nombre moyen de réflexions symétriques 

mesurées. Plus la valeur numérique de ce critère est grande, meilleure sera l'estimation de 

l'intensité moyenne d'une réflexion unique. 

- le facteur Rsym : (ou Rmerge) qui représente le désaccord entre les intensités des 

réflexions équivalentes par symétrie. Plus ce facteur est bas, meilleure est la cohérence du jeu 

de données. 

 

Pour calculer la carte de densité électronique, il est nécessaire de connaître non 

seulement le module des facteurs de structures (intensité au carré) mais aussi leur phase. Le 

problème du phasage peut être abordé de différentes façons. Dans la méthode de 

Remplacement Moléculaire, on utilise comme phases de départ les phases provenant d’une 

autre structure présentant une similarité structurale suffisante. Un minimum de 20 % 

d’identité de séquence est requis mais souvent insuffisant. En pratique, le remplacement 

moléculaire procède de la façon suivante. A l’aide de la fonction de Patterson, des logiciels 

cherchent d’abord l’orientation de la molécule, puis des translations sont effectuées afin de 

trouver la position de la molécule dans la maille. Compte tenu du nombre de paramètres à 

considérer (trois pour les rotations autour des axes centrés sur la molécule (x, y, z) et trois 

pour les translations dans la maille), le processus en deux étapes est beaucoup plus rapide 

qu’une recherche simultanée en 6 dimensions. 
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Grâce aux phases obtenues, une première carte de densité électronique est calculée et 

visualisée à l’aide du logiciel graphique COOT (Emsley et al., 2010). Cette première carte 

contient des erreurs et n’est pas toujours de qualité suffisante pour déterminer la position 

exacte des atomes. La procédure d’affinement permet de corriger le modèle initial afin 

d’obtenir un accord optimal entre les modules des facteurs de structures observés et ceux 

calculés à partir du modèle. En pratique, on procède en alternant des étapes de reconstruction 

manuelle du modèle initial avec des étapes d’affinement numérique des paramètres du modèle 

(position et agitation de chaque atome). 

Les étapes de reconstruction manuelle du modèle ont été effectuées dans COOT. Les 

cartes de densité utilisées sont essentiellement des cartes dites différences ou cartes 

résiduelles Fo-Fc. Elles illustrent le désaccord entre le modèle et les facteurs de structures 

observés. Un pic positif s’interprète comme des atomes manquant dans le modèle. Un pic 

négatif sur un atome du modèle indique que celui-ci est sans doute mal placé. A la fin de 

l’affinement, cette carte résiduelle doit contenir le moins possible de pics négatifs ou positifs. 

La carte 2Fo-Fc représente une combinaison linéaire de la carte de densité électronique et de 

la carte résiduelle. Elle permet de visualiser la densité électronique, tout en tenant compte des 

imperfections du modèle. 

Les étapes d’affinement ont été réalisées avec le programme REFMAC (CCP4) 

(1994). Ce programme permet d’affiner les structures par des méthodes de minimisation des 

coordonnées atomiques du modèle, en tenant compte des contraintes structurales (liaisons 

atomiques, angles de liaison…) et en optimisant l’accord entre facteurs de structures calculés 

et observés. L’affinement permet donc de maximiser une fonction de vraisemblances 

contenant les paramètres à affiner décrits par des distributions de probabilité. Durant les 

différentes étapes d’affinement, la correspondance entre le modèle et les données 

expérimentales est mesurée par le facteur d’accord cristallographique R. Le facteur R fait 

partie de la fonction à minimiser. Plus sa valeur est basse, plus le modèle est en accord avec 

les données. Ce facteur n’étant pas indépendant du processus, un second facteur est utilisé, le 

facteur Rfree. Il est calculé à partir de 5 % de réflexions qui ne sont pas affinées. Une 

diminution du facteur R sans diminution corrélée du facteur Rfree indique un affinement 

ineffectif qui consiste à faire entrer artificiellement dans le modèle le bruit des cartes de 

densités électroniques. La structure est ensuite déposée validée et dans la base de données 

internationale RCSB Protein Data Bank. 
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 RESULTATS 

I.  Contrôle de la valence  

I.1.  Modification de la valence de la protéine RSL 

I.1.1. Introduction 

La multivalence joue un rôle majeur dans la forte avidité des lectines pour les surfaces 

cellulaires glycosylées. De plus, la multivalence est responsable de la capacité des lectines à 

affecter la dynamique membranaire en regroupant les glycosphingolipides. La multivalence 

serait donc un des facteurs clés de la formation de tubules membranaires induite par les 

lectines.  

Les lectines de valence modifiée ont été conçues à partir de la lectine RSL de 

Ralstonia solanacearum qui présente une structure en β-propeller très symétrique. La lectine 

RSL est un homotrimère qui présente six sites de liaison pour le fucose, c'est-à-dire deux par 

monomère. On distingue donc les sites intramonomériques qui sont à l’intérieur d’un 

monomère des sites intermonomériques qui sont situés à la jonction entre les monomères. 

Les principaux acides aminés impliqués dans la stabilisation du fucose ont été 

déterminés par étude de la structure cristallographique et confirmés par des calculs de 

dynamique moléculaire (Figure 42). Deux mutants de valence réduite ont été produits : il 

s’agit du mutant R17A où l’arginine 17 a été substitué par une alanine, et le mutant W76A où 

le tryptophane 76 a été substitué par une alanine. Du fait que la protéine RSL soit un 

homotrimère, une mutation au niveau de l’ADN aura pour conséquence la mutation de trois 

sites au niveau de la protéine.  
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Figure 42 : Acides aminés de la protéine RSL principalement impliqués dans la fixation du 

fucose dans le site intramonomérique. 

 

Des expériences d’ITC ont confirmé la perte de la capacité de liaison de trois des sites 

de haute affinité pour les deux mutants. En revanche, la structure cristallographique a indiqué 

la présence d’une faible affinité de liaison résiduelle dans le mutant W76A mais pas dans le 

mutant R17A. 

Le mutant W76A qui présente trois sites de haute affinité et trois sites de basse affinité 

pour le fucose, démontre une avidité inchangée pour les surfaces fucosylées par rapport à la 

protéine sauvage RSL hexavalente. Le mutant W76A n’est pas non plus affecté pour sa 

capacité à former des invaginations dans les membranes contenant des glycolipides fucosylés.  

Le mutant trivalent R17A présente la même avidité pour une surface fucosylée que la 

protéine sauvage RSL. Cependant, R17A ne possède plus la capacité d'induire la formation 

d'invaginations de la membrane des vésicules géantes unilamellaires, indiquant le rôle crucial 

du nombre de sites pour le regroupement des glycolipides (Figure 43). Dans la lignée de 

cellules épithéliales de poumon humain H1299, wt-RSL est internalisée en quelques secondes 

alors que la cinétique de l'absorption R17A est largement retardée.  

Les néolectines de valence modulables sont un outil prometteur pour étudier la 

dynamique des membranes. Malheureusement en l’état, la valence de RSL ne peut qu’être que 

de 6 ou 3 avec une seule topologie.  
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Figure 43 : Une diminution de la valence de la protéine RSL induit un changement 

drastique dans la capacité de la lectine de former des invaginations. 

(Arnaud et al., 2013).  

 

I.1.2. La réduction de la valence d’une lectine changes 

drastiquement la dynamique des membranes mais pas 

d’avidité de surface 

La répartition du travail de l’article a été la suivante. La modélisation moléculaire a été 

entièrement réalisée par le Dr. Aline Thomas. La production et la caractérisation des protéines 

par ITC, SPR, TSA et la production des cristaux ont été réalisées par mes soins avec une 

participation du Dr. Aymeric Audfray pour la SPR. La caractérisation par DLS a été réalisée 

par le Dr. Marie Trovaslet. J’ai résolu la structure de la protéine R17A avec l’aide du Dr. 

Annabelle Varrot. Le Dr. Aymeric Audfray a résolu la structure de la protéine W76A avec 

également l’aide du Dr. Annabelle Varrot. La caractérisation de l’interaction des protéines 

avec des GUVs ou des cellules a été faite par le Dr. Julie Claudinon et Kevin Trondle dans le 

laboratoire du Prof. Winfried Römer en utilisant les glycolipides fournis par le Prof Göran 

Larson.  
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I.2.   Construction d’une protéine RSL 

monomérique et modification de sa valence et topologie 

I.2.1. Introduction 

Nous avons montré, par la construction d’un mutant trivalent que l’avidité n’était pas 

impactée par une diminution de valence passant de 6 à 3. En revanche, la formation de tubules 

est fortement dépendante de la valence (Arnaud et al., 2013). Nous avons atteint les limites en 

termes de possibilité de conception de protéines de valences modulables en partant de la 

protéine RSL sauvage trimérique. En effet, seuls des mutants de valence 3 peuvent être 

obtenus et avec une seule topologie. 

 

 

Figure 44 : Représentation schématique de la protéine RSL sauvage et de la lectine 

néoRSL_IV. 

(A) Représentation de la protéine RSL et du gène codant. Chaque monomère est représenté 

d’une couleur différente et chaque site de fixation actif est identifié par un rond blanc. 

(B) Représentation de la protéine néoRSL_VI et du gène codant. Chaque site de fixation actif 

est identifié par un rond blanc. Les linker 1 et 2 codent pour la séquence SSTVPGD (Arnaud 

et al., 2014).  

 

Pour poursuivre l’étude de la multivalence et de son effet sur l’invagination de la 

membrane induite par les lectines, j’ai conçu à partir de la protéine RSL sauvage, une protéine 

RSL monomérique héxavalente. Pour ce faire, un gène composé de la séquence de RSL 

répétée 3 fois et reliées entre elles par une courte séquence linker codant pour la séquence 

SSTVPGD a été synthétisé (Figure 44). Afin de pouvoir muter spécifiquement chacun des 
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sites de fixation, les codons ont été dégénérés. Ainsi la néoRSL_IV a été créée. Elle possède 

les mêmes caractéristiques fonctionnelles et structurales que la protéine RSL sauvage. 

Treize néoRSL différentes ont ensuite été conçues par mutagénèse dirigée, en 

inactivant les sites de fixation un après l’autre par la substitution de l’arginine, stabilisant le 

fucose, en une alanine. Ainsi des néoRSL avec une valence de 0 à 6 et différentes topologies 

ont été obtenues (Figure 45).  

 

 

Figure 45 : Représentation schématique des 13 néoRSL de valence et topologie créées 

Chaque site actif est représenté par un cercle blanc. Chaque couleur représente une valence. 

(Arnaud et al., 2014). 

 

Les mutants ont été caractérisés pour leur capacité à lier le fucose en solution et leur 

fixation à une surface glycosylée, mais aussi leur capacité à invaginer des liposomes géants 

contenant des glycolipides fucosylés. L’avidité pour une surface fucosylée a très peu 

diminuée lorsque la protéine passe d’une valence 6 à une valence 2. La topologie n’affecte 

pas non plus l’avidité. En revanche, une diminution drastique de l’affinité est observée 

lorsque la valence passe de 2 à 1, correspondant à la perte d’avidité. L'aptitude des lectines à 

invaginer les membranes dépend quant à elle essentiellement de la distance entre deux sites de 

liaisons adjacents (Figure 46). Deux sites de fixation sont suffisants pour permettre la 

formation de tubules s’ils sont très proches l’un de l’autre (15 Å). 
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Figure 46 : Effet de la topologie sur la capacité des lectines à invaginer les membranes. 

Représentation de l’effet de la distance entre deux sites de fixation sur la dynamique 

membranaire. (Arnaud et al., 2014).  

 

I.2.2. Déformation des membranes par des 

néolectines avec des sites de fixations ingénierés 

J’ai réalisé l’intégralité des expériences présentées dans cet article. Je suis partie faire 

un stage de 3 semaines en Allemagne dans le laboratoire du Prof. Winfried Römer où j’ai 

réalisé l’étude des interactions lectines/GUV avec l’aide de Kevin Trondle. J’ai résolu la 

structure cristallographique de la protéine mutante avec l’aide du Dr. Annabelle Varrot. 
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II.  Changement de spécificité 

II.1.  Validation de la modélisation pour la 

spécificité des lectines bactériennes  

II.1.1. Introduction 

Les progrès récents sur la capacité des lectines à reconnaître spécifiquement des 

glycoconjugués à la surface de cellules en font des outils de choix dans le diagnostic 

biomédical associés à des changements de glycosylation (inflammation, du cancer ...). Les 

lectines peuvent également être utilisées en recherche pour étudier le glycome et aider à la 

compréhension du glycocode. Toutefois, un nombre restreint de lectines sont actuellement 

produites sous forme recombinante, limitant la qualité et la quantité de lectines disponibles et 

réduisant leur utilisation dans les biotechnologies et la recherche. Une des solutions 

envisagées est la création d’une bibliothèque de lectines de spécificité contrôlée. Pour ce faire 

une connaissance approfondie des lectines est importante.  

La modélisation est une étape importante dans une telle approche afin de concevoir les 

futurs mutants présentant un changement de spécificité. Une étape de validation de l’outil de 

modélisation est nécessaire.  

A partir de deux lectines bactériennes présentant différents sites de liaison au fucose, 

nous avons combiné une analyse à haut débit de puces à glycanes avec une approche à moyen 

débit d’amarrage moléculaire à partir d’une bibliothèque de structures d’oligosaccharides. Les 

résultats ont été validés par cristallographie pour les structures et par ITC pour les énergies 

d’interaction. Les lectines LecB de Pseudomonas aeruginosa et de BambL de Burkholderia 

ambifaria font partie des facteurs de virulence utilisés par les bactéries pathogènes afin 

d'envahir la cellule cible. Ces deux lectines reconnaissent les oligosaccharides fucosylés tels 

que les épitopes des groupes sanguins ABH (O) et les épitopes Lewis. Ces deux lectines 

présentent une structure symétrique et très stable qui faciliterait leur modification de 

spécificité (Figure 47).  
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Figure 47 : Structure cristallographique des protéines LecB et BambL 

La structure de gauche représente LecB qui est un homotétramère (chaque monomère est 

représenté d’une couleur différente) présentant 4 sites de fixation pour le fucose (Code PDB 

1OXC (Loris et al., 2003). La structure de droite représente BambL qui est très proche de 

RSL. Il s’agit d’un homotrimère (chaque monomère est représenté d’une couleur différente) 

présentant 6 sites de fixation pour le fucose (Code PDB 3ZW2 (Audfray et al., 2012) (Topin et 

al., 2013). 

 

Les spécificités de ces lectines ont été caractérisées en utilisant des données semi-

quantitatives des puces à glycanes rationalisées par amarrage moléculaire avec le logiciel 

Glide. Des prédictions fiables de structures de protéines / d'oligosaccharides peuvent être 

obtenues et validées par les structures cristallines de complexes existants. Au cours de l’étude, 

il a été prédit que les oligosaccharides fucosylés sont reconnus par les lectines dans leur 

conformation de plus basse énergie, avec l’exception de l’épitope Lewis x qui est fortement 

déformé lors de son interaction avec BambL La structure cristalline du complewe BambL/ 

Lewis x résolue à 1,6 Å de résolution, confirme que cet oligosaccharide adopte une 

conformation de haute énergie dans le site de reconnaissance. De plus, une bonne corrélation 

a pu être observée entre les énergies de liaison obtenues par modélisation par la méthode 

MMGBSA et les valeurs expérimentales d’énergie libre de liaison que nous avons eu par ITC 

(Figure 48). Un protocole prédictif a donc pu être proposé pour rationaliser de grands 

ensembles de données obtenues par les puces à glycanes. Ce protocole pourra être ensuite 

utilisé pour la prédiction de la spécificité des mutants des protéines. 
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Figure 48 : Corrélation entre l’énergie libre mesurée expérimentalement et celle calculée 

par modélisation moléculaire pour la protéine BambL 

ΔG(MMGBSA) correspond à l’énergie libre calculée par modélisation moléculaire et 

ΔG(exp) correspond à l’énergie libre déterminée expérimentalement par ITC (Topin et al., 

2013). 

 

II.1.2. Décrypter la préférence glycanes des lectines 

bactériennes par amarrage moléculaire  

Dans cet article, j’ai réalisé plusieurs ITC afin de caractériser expérimentalement les 

protéines avec l’aide d’Emilie Gillon. Le Dr. Anita Sarkar et moi-même avons réalisé les 

premiers calculs d’amarrage moléculaire sur LecB et BambL, respectivement. Ces calculs ont 

été ensuite repris et améliorés par le Dr. Jérémie Topin et le Dr. Aline Thomas. 
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II.2.  Spécificité de RSL pour les épitopes Lex 

II.2.1. Introduction 

De nombreux oligosaccharides voient leur expression modifiée dans les processus 

cancéreux. Les épitopes fucosylés de type Lewis en font partie et sont surexprimés dans de 

nombreux cancers. Par exemple, le SLex est une molécule impliquée dans l’adhérence des 

cellules des carcinomes du côlon, du poumon, du pancréas, du foie et de l'estomac ainsi que 

dans les leucémies (Takada et al., 1993). Des études récentes confirment que la surexpression 

des antigènes Lewis est observée dans de nombreux cancers avec par exemple une 

surexpression de l’oligosaccharide SLex dans les carcinomes du rein (Borzym-Kluczyk et al., 

2014), et dans le cancer du tractus gastro-intestinal (Dube and Bertozzi, 2005; Groux-

Degroote et al., 2014; Zhang et al., 1997). De même une surexpression du Lex a été mis en 

évidence dans de nombreux cancers comme celui du pancréas, colon, sein, poumon ou encore 

ovaire et prostate (Dube and Bertozzi, 2005; Groux-Degroote et al., 2014; Zhang et al., 1997). 

Une lectine capable de lier ces épitopes avec une forte spécificité pourrait être d’un 

grand intérêt à la fois pour le diagnostic mais aussi à plus long terme pour un traitement. 

 

La spécificité de la protéine RSL a été étudiée dans un premier temps par SPR 

(Kostlanova et al., 2005) et les auteurs ont établi l’ordre suivant de spécificité pour les 

épitopes oligosaccharidiques : Groupe sanguin B > Groupe sanguin A > αMeFuc > Groupe 

sanguin H type I > L-fucose > Lea > Lex > SLex avec des valeurs de constante de dissociation 

variant de 0.21 µM pour le trisaccharide de groupe sanguin B jusqu’à 14.4 µM et 18.7 µM 

pour le Lex et SLex respectivement. L'affinité de RSL pour les Lewis est donc relativement 

modeste. 

 

 Du point de vue de sa conformation, les épitopes de Lewis sont des glycanes 

particuliers du fait de leur manque de flexibilité (Imberty et al., 1995). En effet, le résidu 

GlcNAc porte les résidus fucose et galactose en position 3 et 4, résultant en un empilement 

des deux cycles (Figure 49). Cette conformation « fermée » du Lex a été décrite en solution 

(Zierke et al., 2013) et est observée dans toutes les structures cristallographiques de complexe 

lectine-Lex (database Lecin-3D). La seule exception est la lectine BambL où nous avons 

précédemment mis en évidence que le Lex était présent dans les sites de fixation de cette 

protéine sous une forme distordue ouverte non habituelle (Topin et al., 2013). RSL et BambL 
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sont très similaire (82 % identité de séquence). Avant toute étude d’ingénierie visant à 

améliorer l’affinité des néoRSL pour le Lex et le SLex, il est donc nécessaire d’établir les 

bases moléculaires de l’interaction dans les deux sites de la lectine RSL. Les interactions entre 

RSL et le Lex ont donc été analysées finement par ITC et cristallographie. Quand cela a été 

possible, les deux sites ont été analysés séparément. 

 

 

Figure 49 : Conformation fermée du Lex 

 

II.2.2. Etude de la spécificité de RSL et néoRSL_VI 

Afin d’imaginer comment modifier l’affinité et la spécificité de RSL pour le Lex ou le 

SLex, il est important de bien connaitre la spécificité de RSL. Pour ce faire, une analyse 

systématique de l’affinité de RSL par ITC a été réalisée en testant une série d’épitopes 

fucosylés des groupes H et Lewis. La néoRSL_VI a également été analysée afin de vérifier 

que la différence d’architecture n’affecte pas l’ordre de la spécificité. 

  

 

Tableau 10 : Comparaison de la spécificité de RSL et de néoRSL_VI 

La stœchiométrie varie entre 1.75 et 2 par monomère de RSL et 4.4 et 5.2 pour néoRSL, ce 

qui correspond aux valeurs attendues. (tetra) et (penta) indique la taille de l’oligosaccharide 

(tetraose ou pentaose). 
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  L’affinité de RSL ou de néoRSL_VI pour les oligosaccharides fucosylés est de l’ordre 

du micromolaire. Il n’y a que très peu de différence (variation de 10 %) entre la forme 

naturelle et la néoRSL. Les affinités sont bien du même ordre de grandeur que celles 

observées précédemment par SPR (Kostlanova et al., 2005). L’oligosaccharide Ley est le 

ligand de plus forte affinité, ce qui est peut-être dû à la présence de deux résidus fucoses. Les 

épitopes Lex et SLex ont une affinité significativement plus faible que le H-type 2 (Tableau 

10). 

Concernant les données thermodynamiques, les interactions lectines/sucres présentent 

toujours une enthalpie très favorable avec des réactions très exothermiques. Dans la plupart 

des cas l’entropie est défavorable. Elle est presque nulle dans le cas du H type 4 avec une 

différence de comportement entre RSL et néoRSL. Dans le cas de l’interaction de RSL ou 

néoRSL_VI avec le SLex, la contribution enthalpique est moins favorable que celle observée 

pour les autres oligosaccharides, mais par contre la contribution entropique est favorable et 

contribue de 8 % à l’énergie de binding (Tableau 10). 

 

II.2.2.1. Différence de spécificité entre les sites intra et 

intermonomériques de RSL 

Il faut bien noter que les valeurs ci-dessus représentent les moyennes entre plusieurs 

sites : deux sites dans le cas de la RSL (site intramonomériques et sites intermonomériques) et 

six sites dans le cas de la néoRSL (alternance de sites de type intra et inter). Les sites de 

fixation intra et intermonomériques de RSL sont très similaires. En effet, les acides aminés 

principalement impliqués dans la stabilisation du fucose sont les mêmes. Il s’agit de l’arginine 

17 ou 62 et du glutamate 28 ou 73 qui stabilisent le fucose par des liaisons hydrogène mais 

aussi de l’alanine 40 ou 85 et des tryptophanes 76 et 81 ou 31 et 36 qui stabilisent le fucose 

par des interactions hydrophobes respectivement dans le site intramonomérique ou 

intermonomérique. Cependant, les deux sites ne sont pas identiques et il existe aussi des 

différences qui peuvent induire une variation dans la spécificité de chaque site de fixation 

envers les oligosaccharides (Figure 50). 
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Figure 50 : Points communs et différences entre les sites intra et intermonomériques. 

Représentation de la surface de la protéine RSL autour du site intramonomérique de RSL. En 

bleu sont représentés les acides aminés qui sont identiques dans le site intermonomérique, en 

vert sont représentés les acides aminés équivalents et en rouge les différences. A droite est 

représentée la superposition des sites intra et intermonomériques. En bleue sont représentés 

les acides aminés identiques, en vert les équivalents et en rouges et rose des différents. Le 

rouge représente les acides aminés du site intramonomérique et en rose ceux du site 

intermonomérique. 

 

 

Afin de caractériser les différences fines de spécificité entre ces deux sites, nous avons 

utilisé deux des protéines néoRSL produites précédemment (Arnaud et al., 2014). Dans la 

protéine néoRSL_III135, les trois sites intermonomériques sont inactivés par la substitution de 

l’arginine en alanine. La néoRSL_III135 possède donc seulement trois sites intramonomériques 

actifs. Inversement, la protéine néoRSL_III246 ne possède que trois sites intermonomériques 

actifs (Figure 51). 
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Figure 51 : Représentation schématique des protéines néoRSL_III135 et néoRSL_III246 

 

  

Figure 52 : Comparaison de la fixation du Lex et du SLex dans les sites intra et 

intermonomériques 

Résultats d’ITC obtenus avec l’ITC 200 en injectant des oligosaccharides à une concentration 

de 2.5mM dans une protéine à 0.3mM. En bleu sont représentés les résultats obtenus avec la 

protéine néoRSL_III246 qui présente trois sites de fixation intermonomériques. En rouge sont 

représentés les résultats obtenus avec la protéine néoRSL_III135 qui présente trois sites de 

fixation intramonomériques. 
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Tableau 11 : Comparaison de l’affinité des sites intra et intermonomériques le Lex et le 

SLex par ITC 

Les données ont été obtenues avec l’ITC200 (Microcal-GE Heathcare). 

 

 

Les affinités obtenues pour les mutants trivalents sont plus faibles en moyenne d’un 

facteur 3 par rapport à celles obtenues avec la protéine héxavalante néoRSL_VI ce qui 

indique peut-être une déstabilisation de ces mutants. Les caractéristiques thermodynamiques 

de liaison sont celles que l’on trouve généralement pour des interactions lectines/sucres. En 

effet, l’enthalpie est favorable alors que l’entropie est défavorable (Figure 52 et Tableau 11). 

On peut remarquer que l’affinité pour le Lex est différente entre le site intermonomérique et le 

site intramonomérique. Ce dernier ayant une affinité deux fois plus forte pour ce sucre.  

Les données thermodynamiques correspondantes aux interactions avec le SLex sont 

plus surprenantes (Figure 52 et Tableau 11). La protéine néoRSL_III135 qui possède trois 

sites intramonomériques actifs présente une affinité pour le SLex alors que pour la protéine 

néoRSL_III246, aucune affinité n’a pu être détectée par ITC. Ainsi dans la protéine RSL, seul 

le site intramonomérique peut lier le SLex. Donc la faible différence en terme d’acides aminés 

dans et autour du site de fixation suffit pour avoir une affinité ou non avec cet 

oligosaccharide. L’affinité de RSL pour le Lex et le SLex montre des particularités 

intéressantes, une étude plus approfondie a donc été réalisée.  

 

II.2.2.2. Structures cristallographiques des complexes 

RSL/ Lex et RSL/ SLex 

Les complexes RSL-Lex et RSL-SLex ont été cristallisés dans le groupe d’espace 

P212121 avec des paramètres de mailles cristallines de a = 43 Ǻ b = 83.2 Ǻ et c = 109.3 Ǻ et a 

= 36.8 Ǻ b = 83.2 Ǻ et c = 90.7 Ǻ respectivement. Chaque unité asymétrique contient un 

trimère de RSL. Dans le modèle final chaque monomère est composé de 89 acides aminés, la 

méthionine N-terminale n’est jamais présente. Aucun changement de conformation de la 
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protéine n’a été observé entre les deux structures de RSL ou par rapport au modèle de la 

structure. Seuls de légers mouvements sont présents au niveau de certaines boucles de surface. 

 

 

Figure 53 : Structure des complexes RSL/SLex et RSL/Lex 

A gauche est représenté le complexe RSL/SLex et à droite le complexe RSL/Lex. 

 

Dans la structure du complexe RSL/Lex chacun des sites est occupé par 

l’oligosaccharide mais certaines parties ne sont pas visibles dans la densité électronique 

(Figure 53). Dans les sites intramonomériques, la densité pour un disaccharide Fucα1-

3GlcNAc est visible dans deux sites alors que le trisaccharide Lex se voit clairement dans le 

troisième site. Dans les sites intermonomériques, le trisaccharide et même le glucose terminal 

du tetrasaccharide sont clairement visibles.  

Le fucose des oligosaccharides occupe la même position que dans le complexe 

RSL/fucose précédemment décrit (Kostlanova et al., 2005). Le GlcNAc n’interagit pas 

toujours directement avec la protéine : c’est seulement dans le site intramonomérique de la 

chaine B que des liaisons hydrogène sont établies. On observe alors un contact entre l’O1 du 

GlcNAc et l’arginine 17 et la tyrosine 37. Le galactose est visible dans le site 

intramonomérique de la chaine A et interagit avec le tryptophane 10, la serine 15, l’aspartate 

31 et l’isoleucine 59. Dans les sites intermonomériques de la chaine A et B, ce galactose 

interagit avec la valine 13. Ce même galactose n’établit aucune liaison hydrogène dans les 

sites intra et intermonomériques de la chaine C (Figure 54). 
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Figure 54 : Sites intra et intermonomériques du complexe RSL/Lex   

Ici ne sont représentés que les acides aminés qui interagissent par des liaisons hydrogène 

(pointillés noirs) avec l’oligosaccharide (excepté avec le fucose dans le site primaire). 

 

Dans la structure du complexe RSL/SLex, les sites intramonomériques sont occupés 

par l’oligosaccharide alors que les sites intermonomériques sont occupés par du L-fucose. Le 

fait que l’oxygène anomérique de ce fucose soit observé en configuration alpha et beta 

indique bien qu’il s’agit d’un monosaccharide contaminant, et non pas d’un manque de 

densité électronique sur l’olgiosaccharide entier. Dans les sites intramonomériques, la densité 

électronique permet de construire le disaccharide αFuc1-3GlcNAc dans deux sites et le 

tetrasaccharide SLex dans le troisième site. Le fucose des oligosaccharides est toujours à la 

même place et interagit avec les mêmes acides aminés que lorsqu’il est libre. Le 

GlcNAcinteragit toujours avec l’arginine 17 de la protéine et dans la chaine B, l’oxygène O6 

interagit aussi avec la tyrosine 37. Le galactose ne forme pas de liaison hydrogène avec la 

protéine. Dans la chaine A, l’acide sialique a pu être construit dans la densité électronique et 

présente des interactions avec le tryptophane 81 (Figure 55). 
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Figure 55 : Sites intra et intermonomériques du complexe RSL-SLex 

Ici ne sont représentés que les acides aminés qui interagissent par des liaisons hydrogène 

(pointillés noirs) avec le sucre.  

 

Ces deux structures cristallographiques permettent d’observer 5 sites contenant un Lex 

ou SLex (4 pour RSL/ Lex et 1 pour RSL /SLex). Si on analyse les angles de torsion qui 

définissent les liaisons Fucα1-3GlcNAc et Galβ1-4GlcNAc dans les deux complexes, 

différentes conformations sont observées (Tableau 12). La conformation classique « fermée » 

du Lex n’est observée dans aucun de ces sites (Figure 56). 
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Tableau 12 : Angles de torsion PHI et PSI des Lex et SLex retrouvés dans les sites de RSL 

 

Deux conformations différentes sont observées pour le Lex suivant s’il est dans le site 

intra (chaîne) ou dans le site inter (3 chaines). La seule molécule observée de SLex correspond 

à une troisième conformation, différente des deux précédentes.  

 

 

Figure 56 : Lex et SLex présents dans les sites de fixation de RSL  

Sont représentées les différentes conformations du Lex et le sLex présents dans les sites de 

fixation de RSL. Le fucose a été choisi comme référence et est toujours représenté avec la 

même orientation. 
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II.2.2.3. Comparaison entre sites intra et inter de 

RSL 

Les structures cristallographiques confirment la différence d’affinité entre sites intra et 

inter observées en ITC. En particulier, le site intermonomérique ne peut pas lier le SLex 

puisqu’il est bloqué par un L-fucose contaminant. (Figure 55). 

 

 

Figure 57 : Alignement des sites de fixation intra et intermonomériques des RSL  

En haut est représentée la séquence du site intramonomérique alors qu’en bas est représentée 

la séquence du site intermonomérique. Les couleurs rouge, vert et bleu représentent 

respectivement les acides aminés différents, équivalents ou identiques entre les deux 

séquences. Tous les acides aminés ne sont pas forcément proches du site de fixation. Les 

acides aminés surlignés en rose sont ceux qui sont impliqués dans la stabilisation du fucose et 

ceux en bleu sont ceux impliqués dans la stabilisation du reste de l’oligosaccharide. L’acide 

aminé surligné de rose avec un contour bleu est à la fois impliqué dans la stabilisation du 

fucose et du reste de l’oligosaccharide. 

 

 

L’alignement de séquence des deux sites permet de mettre en évidence un grand 

nombre de différences dans les acides aminés (Figure 57). Par contre, une comparaison au 

niveau structural montre que les acides aminés formant la poche à fucose sont strictement 

identiques entre les deux sites (Figure 58). En revanche, pour les ligands oligosaccharidiques 

comme le SLex, le sucre est en contact avec des acides animés qui sont différents dans le site 

intramonomérique, ou le site intermonomérique (Figure 58). 

 

 



RESULTATS 

202 

 

 

Figure 58 : Comparaison des sites de fixation intra et intermonomériques 

A gauche est représentée le site intermonomérique de la structure RSL/ SLex et à droite le site 

intramonomérique de cette même structure. Les couleurs rouge, vert et bleu représentent 

respectivement les acides aminés différents, équivalents ou identiques entre les deux 

séquences. 

 

Les différences les plus intéressantes sont la tyrosine 38, la thréonine 39 et l’arginine 

79 du site intramonomérique qui sont remplacées respectivement par une thréonine et deux 

lysines dans le site intermonomérique (Figure 59). Ces acides animés ne forment pas de 

liaisons hydrogène avec l’oligosaccharide mais pourraient dans le cas du site 

intermonomérique être défavorable à la liaison. 

 

 

Figure 59 : Acides aminés proches du sucre différents entre les sites intra et 

intermonomériques 

Le rouge, vert et bleu représentent respectivement les acides aminés différents, équivalents ou 

identiques entre les deux séquences. En sticks sont mis en évidence les acides aminés 

différents entre le site intra et intermonomériques. 



RESULTATS 

203 

 

II.2.2.4. Comparaison avec BambL et autres lectines à 

fucose 

En solution les Lewis sont sous forme « Stacked » avec le galactose au-dessus du 

fucose. Dans la plupart des lectines, comme par exemple la sélectine P (Somers et al., 2000), 

la lectine de Griffonia simplicifolia (Delbaere et al., 1993), ou encore la lectine DC-SIGN 

(Guo et al., 2004), les Lex sont sous forme fermée .On peut quantifier le « stacking » entre les 

cycles fucose et galactose en mesurant l’angle entre le plan du cycle fucose (défini par les 

atomes C1, C5 et O5) et la normale au plan du cycle galactose (défini par les atomes C2, C5 

et O5). Pour deux cycles absolument parallèles, cet angle serait de +/-180°. L’analyse de 

toutes les structures de complexes entre lectines et Lex (ou glycanes contenant le fragment 

Lex) est représentée dans la Figure 60 (analyse effectué par Jérémie Topin). 

 

 

 

Figure 60 : Conformation du Lex et SLex en solution et en complexe avec des protéines 

La conformation des Lewis peut être soit sous forme « open » (angle entre les deux plans 

formés par le fucose et le galactose supérieurs à 0) soit sous forme « stacked » (angle entre 

les deux plans formés par le fucose et le galactose inférieurs à 0). Le graphique correspond à 

la conformation en fonction du site de fixation dans lequel le sucre est trouvé dans une 

protéine. 

 

Tous les complexes montrent bien l’angle attendu de +/-180°, sauf BambL (Topin et 

al., 2013), et RSL ou les conformations de Lex correspondent à un angle entre les plans 

proche de +90°. 
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Les conformations observées dans les structures cristallographiques peuvent 

également être comparées aux cartes d’énergie précédemment calculées pour chacune des 

liaisons glycosidiques (Imberty et al., 1995). Les liaisons glycosidiques du Lex à l’état 

cristallin (Perez et al., 1996) sont localisées dans les deux régions de plus basse énergie. En 

revanche dans le cas du Lex présent dans les sites de fixation de RSL, on peut voir que les 

angles ne sont pas toujours dans des zones les plus favorables. En particulier, le minimum 

secondaire autour de la valeur de φ= -60° pour la liaison Fucα1-3GlcNAc, est observé. De la 

même manière, plusieurs structures adoptent le minimum secondaire φ= +60° pour la liaison 

Galβ1-4GlcNAc (Tableau 12 et Figure 61).  

 

 

 

Figure 61 : Carte d’énergie des Lewis dans les sites de fixation de BambL et RSL 

Les graphiques représentent les isocontours énergétiques en fonction des valeurs des angles φ 

(PSI) et ψ (PHI). Les angles de torsion sont définis par ψ = θ (C1-O1-C′x-C′x+1) et φ = θ 

(O5-C1-O1-Cx). En abscisse sont représentés les angles ψ (PHI) et en ordonné les angles 

angles φ (PSI). En bleu sont représentées les valeurs observées pour le Lex complexé avec 

BambL, et en rouge avec RSL (ronds, carrés et triangles pour respectivement le Lex présent 

dans les sites intramanomériques, intermonomériques et pour le SLex). Le point vert 

représente les angles du Lex cristallin (Perez et al., 1996). 
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II.2.3. Discussion 

La structure cristallographique de RSL en présence de Lex montre que le sucre est 

présent dans le site de fixation dans plusieurs conformations ouvertes, toutes différentes de la 

conformation fermée de basse énergie. Le passage de la conformation de base énergie 

« stacked » à une conformation ouverte peut être une des raisons de la faible affinité de RSL 

pour les Lewis.  

Nous avons essayé de comprendre pourquoi le sucre ne reste pas en conformation de 

basse énergie dans le site fixation de RSL. Pour cela nous avons modélisé un Lex en 

conformation fermée dans le site de fixation de RSL par bio-informatique. Ainsi nous avons 

pu mettre en évidence que le galactose présenterait alors un conflit stérique avec le 

tryptophane 76 pour le site intramonomérique et le tryptophane 31 pour le site 

intermonomérique (Figure 62). Dans toutes les lectines de cette famille, ce tryptophane est 

conservé et joue un rôle important dans l’interaction avec les glycanes par un stacking sur le 

fucose. Ce stacking est très proche de celui observé avec le galactose dans le Lex en 

conformation fermée, et ces deux interactions ne peuvent pas avoir lieu en même temps. 

Le travail actuel permet ainsi d’identifier les bases de la faible affinité de RSL pour les 

oligosaccharides de type Lewis. Une suite logique serait d’envisager les mutations sur ce 

tryptophane incompatible avec la conformation de basse énergie. De façon préliminaire, nous 

avons modélisé le mutant W76A. Comme représenté sur la Figure 62, ce mutant présente une 

poche de fixation plus large et aurait la possibilité de reconnaitre le Lewis x dans sa 

conformation fermée. 

 

 

Figure 62 : Structure cristallographique et modélisation des interactions RSL/Lex 
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Dans la suite du travail que j’ai commencé en thèse il serait donc intéressant de tester 

l’affinité du mutant W76A et d’autres mutants de ce tryptophane pour les épitopes Lewis. Il 

est ainsi possible que le sucre puisse rentrer dans le site de fixation sous forme fermé et ainsi 

voir une augmentation de l’affinité. Le double mutant W31A_W76A de RSL est en cours 

d’étude. D’autres mutants à partir de la protéine néoRSL ont également été clonés et sont en 

cours de production. Les protéines néoRSL_III135_WA et néoRSL_I246_WA a été construite. 

Il s’agit du mutant néoRSL_III (Arnaud et al., 2014) pour lequel les tryptophanes des trois 

sites actifs ont été substitués par une alanine. Dans le cas de néoRSL_I246_WA il s’agit des 

trois sites intra (les autres étant inactifs), alors que dans le cas de néoRSL_I135_WA il s’agit 

des sites inter. Des difficultés sont rencontrées à la fois pour l’obtention de protéines solubles 

et pour la stabilité des protéines obtenues, et des études sont en cours pour ajouter des « tags » 

aidant à la production de ces mutants. 

 

 

II.2.4. Matériels et Méthodes 

II.2.4.1. Purification des protéines 

La production et la purification de RSL a été réalisée comme précédemment décrite 

(Kostlanova et al., 2005) L’obtention des néoRSL a été réalisée comme décrit précédemment 

(Arnaud et al., 2014) . 

II.2.4.2. ITC 

Les protéines RSL et néoRSL_VI en solution dans du tampon 20 mM Tris/HCl, pH 

7.5, 150 mM NaCl sont amenées à la concentration désirée (Tableau 13).  

Les concentrations en protéines et en olgiosaccharide utilisées pour les expériences sur 

néoRSL_III sont de respectivement 0.03 mM et 1.2 mM. 

Les données ont été obtenues avec l’ITC200 (Microcal-GE Heathcare). L’expérience 

est composée de 20 injections de sucres dans une cellule contenant la protéine. La première 

injection est d’un volume de 0.4 µL, puis les suivantes sont de 2 µL. Les ITC ont été réalisées 

à une température de 25 °C. 
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Tableau 13 : Concentrations en protéines et en sucres utilisées lors des ITC avec RSL et 

néoRSL_VI 

 

 

II.2.4.3. Structure cristallographique 

La protéine RSL lyophilisée est dissoute dans du tampon 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 

150 mM NaCl à 10 mg/ml et incubée avec 5 mM d’oligosaccharides. Les cristaux de RSL 

complexée avec du Lex ou du SLex ont été obtenus en utilisant la méthode de la goutte 

pendante avec une goutte de 2 µL contenant 1 µL de solution protéique à 10 mg/ml contenant 

5 mM d’oligosaccharides et 1 µL de solution de précipitation. Les cristaux du complexe RSL-

Lex ont été obtenus dans des conditions suivantes : 0.1 M Tris pH 8.5, 27 % (p/v) PEG 6000. 

Les cristaux ont ensuite été pêchés puis plongés dans une solution cryoprotectante de 30 % 

(p/v) PEG 6000. Les cristaux du complexe RSL-SLex ont été obtenus dans des conditions 

suivantes : 0.28 M Tris pH 8.5, 30 % (p/v) PEG 6000. Les cristaux ont ensuite été pêchés et 

congelés dans de l’azote liquide. Les données de diffractions ont été obtenues à l’ESRF de 

Grenoble aux stations ID14-EH4 ou BM30A en utilisant le détecteur ADSC Q4 CCD. Les 

données ont été processées avec MOSFLM et mises à l’échelle en utilisant SCALA. Le 

remplacement moléculaire a été réalisé avec PHASER et avec les coordonnées de RSL avec 

le code PDB 2BT9 (Kostlanova et al., 2005). La structure a été affinée en utilisant REFMAC 

et COOT. 
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 DISCUSSION et PERSPECTIVES 

 

Mes travaux de thèse s’inscrivent à l’interface entre la biologie de synthèse et la 

biotechnologie. Ils m’ont permis d’aborder la biochimie, la biophysique, la biologie cellulaire, 

la biologie moléculaire et la cristallographie. 

La première partie de mes travaux avait pour but de mieux comprendre le mécanisme 

d’invagination des membranes cellulaires induit par les lectines. Pour cela, nous avons créé 

des mutants de la protéine RSL afin de voir l’implication de la valence dans ce phénomène. 

Nous avons pu mettre en évidence que le passage d’une valence de 6 à une valence de 3 ne 

modifiait pas l’avidité pour une surface fucosylée mais induisait une perte de la capacité à 

former des tubules dans les membranes. Limité par le nombre de valences et topologies 

envisageables à partir de la protéine sauvage, j’ai créé une protéine RSL monomérique. A 

partir de ce mutant j’ai produit des protéines de valences comprises entre 0 et 6 avec plusieurs 

topologies pour les valences 4, 3 et 2. Ces mutants nous ont permis de caractériser plus 

finement la formation d’invagination et de mettre en évidence que le nombre de sites de 

fixation n’est pas le facteur clé pour permettre la formation de tubules. En revanche, la 

distance entre deux sites de fixation est la caractéristique essentielle. En effet, dans le cas de 

mutants de valences de 2, si les sites de fixations sont séparés de plus 27 Å; il n’y a pas 

formation de tubules alors que lors que les sites ne sont plus que séparés de 15 Å, il y a 

formation d’invagination.  

Maintenant que nous avons mis en évidence l’importance de la distance entre les sites 

de fixations dans la formation d’invagination, je pense qu’il serait intéressant d’étudier un 

autre paramètre qui est l’affinité. Il est possible que la distance entre les sites de fixation 

nécessaire pour former une invagination soit également liée à l’affinité de ces sites pour 

l’oligosaccharide. Et donc que plus l’affinité est grande, plus la distance entre les sites peut 

être importante.  

Une connaissance encore plus approfondie de ce mécanisme pourrait permettre la 

création d’un outil de vectorisation extrêmement puissant. En effet, à l’heure actuelle, un bon 

outil de vectorisation serait une grande aide pour permettre la création de nouveau traitement 

qui serait directement administré dans les cellules cibles. Les domaines impliqués sont très 
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variés, comme la cancérologie, mais aussi la thérapie génique, sans oublier le domaine de 

l’infectiologie. 

Dans une seconde partie de ma thèse, j’ai étudié la spécificité de RSL en premier lieu 

par une étude comparative in vitro/in silico de différentes lectines à fucose. Cette étude a 

permis de mettre au point un protocole bio-informatique de prédiction de l’affinité des 

lectines pour divers oligosaccharides.  

Ensuite, nous avons étudié la spécificité de RSL et comparé les sites de fixation intra 

et intermonomériques. Nous avons mis en évidence que les sites intra et intermonomériques 

sont très proches structurellement mais possèdent des différences suffisantes pour présenter 

une affinité différente pour le SLex. En effet, le site intramonomérique a une plus forte affinité 

pour le SLex que le site intermonomérique. Nous avons également mis en évidence que les 

Lewis présents dans les sites de fixation ne peuvent pas adopter la conformation classique de 

basse énergie mais sont contraints dans des conformations non habituelles dites ouvertes. A 

l’heure actuelle la modélisation est en cours pour déterminer comment se produit l’entrée du 

sucre en conformation ouverte dans les sites de fixation. Deux hypothèses sont envisagées, 

soit la protéine sélectionne les conformations du Lewis ouvertes, très rare en solution, soit la 

protéine induit le changement de conformation. 

Afin de modifier l’affinité de RSL pour les Lewis, il serait intéressant de créer des 

mutants qui permettraient l’entrée du Lewis dans le site sous sa conformation de basse 

énergie. Certains mutants où le tryptophane en cause est muté en alanine sont en cours de 

production, mais ils ne sont pas stables et sont majoritairement produits sous forme de corps 

d’inclusions. Il serait également envisageable d’utiliser une technique de mutagénèse aléatoire 

suivi d’une sélection à haut débit comme le phage display afin de tester des milliers de 

mutants. J’ai commencé à faire des constructions dans ce sens dans des phagemides. Il est 

possible d’utiliser directement la protéine sauvage RSL mais des problèmes peuvent être 

multiples : soit la protéine se trimérise et il sera difficile d’analyser une protéine avec des sites 

différents, soir la protéine ne s’oligomérise pas ce qui risque de lui enlever sa fonctionnalité. 

Il est également possible d’utiliser une néolectine néoRSL-I, mais de nouveau des problèmes 

sont à envisager : la protéine est d’une taille plus importante ce qui peut limiter son utilisation 

en phage display, de plus elle est très peu stable donc elle risque d’être difficilement produite 

sous forme soluble à la surface d’un phage. 

 La majeure partie des perspectives concerne la création d’un outil de vectorisation 

spécifique permettant l’internalisation d’objet de taille et de nature variée dans différents 
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types cellulaires. Cette partie est confidentielle, et ne sera pas dévelloppée ici puisque je 

souhaite continuer ces recherchers par la création d’une startup.  
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La capacité des lectines à reconnaître spécifiquement des glycoconjugués à la surface de cellules en 

font des outils dans le diagnostic biomédical associé à des changements de glycosylation (inflammation, du 

cancer ...). De part leur interaction avec les glycosphingolipides conduisant à la déformation de la membrane 

cytoplasmique, ces protéines peuvent aussi être utilisées pour étudier le trafic membranaire. Toutefois, un 

nombre limité de lectines sont actuellement disponibles, limitant leur utilisation dans les biotechnologies et 

la recherche. Le but de ma thèse est d’une part de concevoir des néo-lectines de valence et topologie 

contrôlées pour comprendre l’effet de  la multivalence sur le mécanisme d’endocytose, et d’autre part de 

tenter de créer des lectines de spécificité modulable afin de les utiliser dans la reconnaissance spécifique des 

cellules tumorales. 

RSL est une lectine à fucose de la bactérie Ralstonia solanacearum qui a une structure en β-propeller 

formée par l'association de trois monomères présentant deux sites de liaison très similaires. RSL est une 

protéine trimérique et hexavalente et a été choisie comme structure de base pour la conception de 

néolectines. Des mutants de RSL trivalents ont été réalisés en substituant un acide aminé important dans la 

stabilisation du fucose. Leur caractérisation a démontré qu’ils avaient perdu la capacité d’invaginer la 

membrane plasmique.  Une protéine de même structure que RSL mais monomérique a été ingénierée, puis 

une librairie de plus de 13 mutants de valence présentant différentes topologies a été créée. L’analyse de tous 

les mutants a permis de démontrer que la formation de tubules dans les membranes dépend plus de la 

distance entre les sites que du nombre de sites. 

Nous avons ensuite mis au point un protocole de bio-informatique afin de prédire l’orientation et la 

conformation d’oligosaccharides fucosylés dans les sites de fixation de plusieurs lectines à fucose. Les 

affinités relatives ont pu être calculées avec une bonne corrélation avec les valeurs expérimentales. La  

modélisation et la structure cristallographique des complexes entre RSL et les oligosaccharides Lewis X et 

Sialyl Lewis X indiquent un changement conformationel de l’oligosaccharide très inhabituel lors de 

l’interaction, donnant ainsi des pistes pour la conception de mutants de plus haute spécificité.   

 

 

The ability of lectins to specifically recognize glycoconjugates on the surface of cells makes them an 

excellent tool in biomedical diagnostics for diseases that are associated with glycosylation changes (e.g 

inflammation, cancer, etc.). Furthermore, their interaction with glycosphingolipids leads to a deformation of 

the cytoplasmic membrane, thus lectins may also be used to study membrane trafficking. However, only 

limited number of lectins are currently available, limiting their use in biotechnology and research. The aim of 

my thesis was firstly to develop neo-lectins with controlled valency and topology to understand the effect of 

multivalency on the endocytosis mechanism. Secondly we created lectins with modulated specificity for the 

recognition of tumor cells. 

RSL is a fucose binding lectin from the bacterium Ralstonia solanacearum which has a β-propeller 

structure that is formed by the association of three monomers each having two very similar binding sites. 

RSL is a trimeric and hexavalent protein and was chosen as the base structure for the design of neo-lectins. 

Mutants of trivalent RSL were created by mutating an important amino acid involved in fucose binding. 

Characterization showed that these mutants lost the ability to invaginate into the plasma membrane. In 

addition, monomeric RSL was engineered and a library of more than 13 mutants, with different topologies 

and valencies, was created. Analysis of these mutants showed that the formation of tubules in the membrane 

depends mostly on the distance between the sites rather than on the number of sites. 

Then we developed a bioinformatic protocol to predict the orientation and conformation of 

fucosylated oligosaccharides in the binding sites of several fucose binding lectins. The relative affinities 

could be calculated with a good correlation to experimental values. Both the model and the crystallographic 

structure of complexes of RSL with the oligosaccharides sialyl Lewis X and Lewis X indicate a very unusual 

conformational change of the oligosaccharide during the interaction. These studies pave the way for the 

design of mutants with higher specificity. 


