N
N

N

HAL

open science

ETUDE STRUCTURE-FONCTION DE
GLYCOCONJUGUES ET DE LECTINES
BACTERIENNES ET FONGIQUES

Gianluca Cioci

» To cite this version:

Gianluca Cioci. ETUDE STRUCTURE-FONCTION DE GLYCOCONJUGUES ET DE LECTINES
BACTERIENNES ET FONGIQUES. Biochimie [q-bio.BM]. Université Joseph-Fourier - Grenoble I,

2006. Francais. NNT: . tel-00081084

HAL Id: tel-00081084
https://theses.hal.science/tel-00081084
Submitted on 22 Jun 2006

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00081084
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE GRENOBLE | - JOSEPH FOURIER
ECOLE DOCTORALE CHIMIE ET SCIENCES DU VIVANT

THESE
Pour I’obtention du Dipléme de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE JOSEPH FOURIER

Discipline : Biologie structurale et fonctionnelle

présentée et soutenue publiqguement par

Gianluca CIOCI
Le 31 janvier 2006

ETUDE STRUCTURE-FONCTION DE GLYCOCONJUGUES ET
DE LECTINES BACTERIENNES ET FONGIQUES

Directeurs de thése : Dr. Serge Pérez et Dr. Edward Mitchell

JURY

Prof. Anna Bernardi, Rapporteur
Dr. Richard Haser, Rapporteur
Prof. Sine Larsen, Examinateur
Dr. Andrea Dessen, Examinateur
Dr. Edward Mitchell, Examinateur
Dr. Anne Imberty, Examinateur

Dr. Serge Pérez, Examinateur






Avant propos et organisation de la these

Les sujets abordés dans cette these se situent dans le domaine de la glycobiologie structurale,
qui est la branche de la biologie qui étudie les structures et les interactions des
glycomolécules. Pendant les trois années passés au CERMAYV j’ai été confronté a des
thématiques différentes mais complémentaires telles que [I’analyse structurale et la
modélisation des glycannes et surtout la caractérisation des interactions lectine-sucre. En
consequence, cette these montre un évident caractere multidisciplinaire. On peut diviser la
these en deux partie : une partie qui est dédiée a la structure des glucides et une deuxieme
partie qui analyse les interactions de ces molécules avec des récepteurs, les lectines. Dans la
premiere partie on a voulu montrer deux techniques différentes, la cristallographie et la
modelisation moléculaire en essayant d’explorer les limites de I’une et de I’autre. Dans la
deuxiéme partie de la these, sirement plus riche en quantité de travail, on a étudié les
structures et les interactions des trois lectines différentes.

Cette these comprend trois chapitres de présentation générale. Le premier chapitre est une
introduction a la glycobiologie, a la structure chimique et tridimensionnelle des glucides. Une
attention particuliere a été portée aux méthodes permettant I’étude structurale et I’analyse
conformationelle des glycannes. Le deuxiéme chapitre est dédié aux interactions lectines-
sucres. On présentera les lectines de fagon générale ainsi que les themes de recherche qui ont
été étudiés. Le troisieme chapitre est une introduction aux méthodes expérimentales utilisées,
notamment la cristallographie, la calorimétrie et la modélisation moléculaire.

Les six publications (dont quatre déja publiées) préparées au cours de cette these ont été
illustrées dans cing chapitres différents et une annexe. Chaque publication est précedée d’une
breve introduction et d’une présentation des résultats. Le quatrieme chapitre est consacré a la
structure tridimensionnelle de la Tricolorine A, qui est un intéressant glycolipide extrait d’une
plante originaire du Mexique. Dans le cinquiéeme chapitre on a abordé la modélisation
moléculaire d’un O-glycanne complexe. Le sixieme chapitre décrit la structure de la lectine
bactérienne PA-IL de Pseudomonas aeruginosa qui joue un réle dans les infections causées
par cette bactérie opportuniste. Dans le septieme chapitre on s’intéressera a la lectine
bactérienne CV-1IL de Chromobacterium violaceum. Le huitiéme chapitre décrit le nouveau
repliement proteique de la lectine fongique PVL de Psathyrella velutina. Quelques
conclusions et perspectives terminent la présentation de ces travaux.
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1. Introduction a la structure des glycoconjugués

Chapitre 1
Introduction a la structure des glycoconjugués

La glycobiologie est la science qui étudie les structures, les propriétés et les fonctions des
glucides dans la mati¢re vivante (Taylor 2003). Ces études ne concernent pas seulement les
glucides mais également toutes les autres classes de molécules biologiques (protéines, lipides,
nucléotides) qui interagissent avec eux. Le but de la glycobiologie structurale est bien
é¢videmment de déterminer la structure 3D et d’établir des modeles pour les interactions
impliquant ces molécules. Ce premier chapitre est dédié¢ a 1’étude structurale des glucides et

plus particuliérement des oligosaccharides et glycoconjugués.
1.1 Lesglucides : genéralités

Les glucides représentent la plus importante source de biomasse sur la planéte Terre et leur
complexité, surtout en terme de variations structurales, n’a pas d’égale dans les autres classes
de polymeres biologiques. Du point de vue chimique, les sucres sont des polyhydroxy-cétones
ou polyhydroxy-aldéhydes. Les monosaccharides ont une formule générale du type CyH»Ox
avec un nombre d’atomes de carbone de la chaine principale qui peut varier de trois a dix
unités. Une caractéristique générale des sucres est qu'un des atomes de carbone porte une
fonction de type céto- ou aldéhyde et pour les structures a cing (pentoses) et six atomes de
carbone (hexoses), la condensation intramoléculaire est a 1’origine de la structure cyclique
(furanose ou pyranose) qui est la forme prédominante en solution. La cyclisation donne
origine a un nouveau centre chiral dans la molécule, le carbone anomere C1, qui peut avoir
deux configurations appelées o ou . Ce carbone anomére peut condenser avec un des
hydroxyles d’un deuxiéme monosaccharide pour donner un disaccharide. Ainsi, 1’addition de
monoméres résulte en la formation de structures dont la complexit¢é augmente
considérablement avec le nombre de résidus. Les structures les plus simples, linéaires ou
branchées, sont formées par 1’addition de deux a cing monoméres et sont nommeées en
utilisant les préfixes di-, tri-, tetra- et pentasaccharides. Le terme oligosaccharides, concerne
des molécules qui contiennent jusqu’a une vingtaine de monosaccharides. Quand la taille et la
complexité de la structure deviennent trés importantes (plus de 20 résidus) on parle d’une
maniére générale des polysaccharides.
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Figure 1.1 Quelques concepts centraux de la structure de glucides

1.2 Relations structure-fonction

L’énorme potentiel biologique codé par les glucides résulte de leurs capacités a créer des
structures de grandes complexités, incluant des points de ramification, a partir des simples
monomeres (Laine). Cette caractéristique des glucides est unique parmi tous les polyméres
biologiques. Par exemple, deux acides aminés différents peuvent se lier seulement de deux
facons différentes. Par contre, un simple monosaccharide comme le glucose peut se lier par
son carbone anomeére (de fagon o ou B) avec les cinq hydroxyles d’un deuxiéme glucose,
donnant naissance a onze isomeres structuraux différents. On peut donc comprendre que le
nombre de variations structurales assurées par un tel type de molécules est énorme. La
structure des glycannes (oligosaccharides, glycoconjugués, polysaccharides) dépend donc
fortement de leur composition et de plus, la présence des liaisons glycosidiques introduit une
flexibilité structurale et conformationnelle considérable. La conséquence directe de cette
variabilité structurale est une grande diversité dans le role et dans la localisation des glucides

dans les organismes vivants, tels que représentés dans le tableau suivant.
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e Renforcement structural (polysaccharides)

e Accumulation d’énergie (polysaccharides)

e Reconnaissance moléculaire (oligosaccharides/glycoconjugués)
e Croissance et développement (oligosaccharides/glycoconjugués)
e Défense (oligosaccharides/glycoconjugués)

e Ancrage (ancres GPI)

¢ Ciblage (oligosaccharides/glycoconjugués)

Une description exhaustive de la localisation et des fonctions des glucides se situe bien au
dela des sujets abordés dans cette thése et dans mon introduction je me limiterai a une
caractérisation générale des glycoconjugués, en portant une attention particuliere a leur

complexité et aux méthodes utilisées pour les études structurales.
1.3 Glycobiologie : une science récente

C’est seulement a partir de la moitié du vingtieme si¢cle que les glucides ont été reconnus
comme des molécules biologiques extrémement importantes. Il a longtemps été admis que
toute 1’information biologique était portée par les deux grandes classes de molécules que sont
les protéines et les acides nucléiques. Dans les années 1900, on s’intéressait surtout aux
polysaccharides des plantes car ils étaient largement utilisés dans de nombreuses applications
industrielles. Les connaissances dans la biologie des glucides étaient donc limitées aux rdles
structuraux (cellulose, chitine, etc...) et a I’accumulation et au transport d’énergie (amidon,
glucose). La prise de conscience que les glycannes, libres ou sous la forme de
glycoconjugués, pouvaient jouer des roles extrémement divers et de premicre importance fut
la motivation principale qui a donné naissance a la glycobiologie moderne. Des découvertes
majeures ont marqué 1’¢lucidation du rdle des oligosaccharides. (i) La structure glucidique des
déterminantes du systtme ABH sanguin a ¢été établie; (ii) Dinteraction entre une
hémagglutinine et I’acide sialique a ét¢ démontrée lors de 1’agglutination des érythrocytes par
le virus de la grippe; (iii) il a été¢ observée que la défucosilation des lymphocytes empéche
leur migration dans les tissus. En 1968, Ashwell et Morell identifiérent la premiere lectine
animale, une protéine impliquée dans la clairance des glycoprotéines circulant dans le sang
(Ashwell 1974). Cette découverte fiit a 1’origine des nombreuses recherches qui ont depuis été
consacrées au role joué¢ par les glucides dans les processus de communication et de

reconnaissance moléculaire.
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1.4 Les glycoconjugués

Les glycoconjugués sont des molécules constituées d’une partie glucidique (mono- ou
oligosaccharide) liée de maniére covalente a une partie non glucidique (aglycone). Ce sont
des composants essentiels des membranes cellulaires, de la matrice extracellulaire et des
liquides biologiques et ils sont particulierement importants dans la vie des organismes
pluricellulaires. Selon la nature de la partie aglycone on peut mettre en évidence trois classes
différentes de glycoconjugués: les glycoprotéines, les glycolipides et les protéoglycannes. Je
limiterai ma présentation a une bréve introduction des deux premiers, en soulignant leur

importance biologique.
1.4.1 Les glycoprotéines

La glycosylation des protéines est 1’une des modifications post-traductionnelles les plus
courantes chez les eucaryotes puisque I’on estime que pres de 50% des protéines synthétisées
par la cellule seraient glycosylées. Sur la base de la liaison entre la protéine et le glycanne on
distingue deux grands types de glycosylation. Dans la N-glycosylation une asparagine et un
GlcNAc sont invariablement impliqués dans la liaison. Dans la O-glycosylation le premier
monomere de la chaine glucidique est 1i¢ a un résidu hydroxylé, qui est le plus souvent une

sérine ou une thréonine.
1.4.1.1 La N-glycosylation

Les N-glycannes sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique (RE) et ensuite transférés
d’un bloc sur un résidu asparagine d’une protéine qui est en train d’étre synthétisée. La N-
glycosylation est donc une modification co-traductionnelle (Pan 1990; Abeijon 1992). La
maturation des N-glycannes se fait dans I’appareil de Golgi par I’action concertée de
glycosyltransférases et de glycosidases. Chez les mammiféres, on distingue trois grandes
classes des structures différentes : les N-glycannes de type oligomannose, les N-glycannes de

type hybride et les N-glycannes de type complexe (Fig. 1.2).
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Figure 1.2 Les trois familles de N-glycannes identifiés chez le mammiféres
1.4.1.2 La O-glycosylation

La O-glycosylation est une modification post-traductionnelle qui est effectuée dans le Golgi.
Contrairement a la N-glycosylation, la chaine O-glycanne n’est pas pré-assemblée mais
chaque monomeére est rajouté sur la chaine en formation de maniére individuelle et
séquentielle (Brockhausen 1995). Les structures des O-glycannes sont beaucoup plus
variables que les N-glycannes par la présence de séquences internes (cores) différentes. Par
exemple, huit séquences différentes ont été identifiées dans les O-glycannes de type mucine.
Par ’action de nombreuses glycosyltransférases, chaque séquence est ensuite décorée avec

des motifs de glycosylation tres spécifiques.

1.4.2 Les glycolipides

Les glycolipides sont formés par une ou plusieurs unités monosaccharidiques, liées de fagon
covalente a une partie hydrophobe comme un céramide, un sphingoside, un acylglycérol ou
un prényl phosphate. Dans les deux premiers cas, ces glycolipides sont des
glycosphingolipides et peuvent étre de type neutre ou acide. Quand la partie lipidique
posséde un groupement inositol, ils sont appelés glycophosphatidylinositol. Quelques

exemples sont montrés dans la Fig. 1.3. De nombreux glycolipides différents ont été¢ identifiés



1. Introduction a la structure des glycoconjugués

et leur structure montre souvent des caractéristiques intéressantes. Dans le quatrieme chapitre

on présentera la structure d’une glycorésine végétale qui présente une forte

biologique : la Tricolorine A.
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Figure 1.3 Quelques exemples de glycolipides présents chez les procaryotes, les plantes et les animaux

1.4.3 Importance biologique des glycoconjugueés

Les fonctions biologiques associées a la partie glucidique des glycoconjugués sont aussi

nombreuses que leur diversité structurale. Cependant deux grandes familles des fonctions

peuvent €tre mise en évidence : la fonction structurale et celle de reconnaissance moléculaire.

e Lafonction structurale et de modulation des propriétés physiques

Ces molécules possedent souvent une charge électrostatique élevée, ainsi qu’une surface

importante et une hydratation importante. Ces propriétés physiques leurs conférent un rdle de

stabilisation structurale, de solubilisation et de protection des glycoprotéines contre la

protéolyse. Les glycoconjugués font aussi partie de la couche de haute densité moléculaire, le

glycocalix, qui recouvre la surface des cellules épithéliales chez les eucaryotes. Cette zone

participe a la cohésion cellulaire et a la protection de la cellule contre les chocs physiques et

contre ’attaque de microorganismes.
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e Les réles de reconnaissance moléculaire

Les oligosaccharides participent a de nombreux phénomenes de reconnaissance moléculaire
de type récepteur-ligand impliquant des lectines et de nombreuses études confirment leur
roles dans la vie sociale des cellules (Varki 1993). Comme on le verra dans le prochain
chapitre, les lectines reconnaissent généralement les monomeres terminaux des
oligosaccharides. Au niveau des structures périphériques des glycoconjugués (surtout O-
glycannes et glycolipides), on trouve souvent des ¢&pitopes antigéniques comme les
déterminants des groupes sanguins ABO (antigénes A, B, H) et Lewis (Lewis a, b, X et Y)
ainsi que leurs dérivés sialylés. Par ailleurs, il a été montré que des anomalies de
glycosylation accompagnent fréquemment les états physiologiques anormaux ou
pathologiques, comme le cancer. En conséquence, ce sujet regoit maintenant une grande
attention et de nombreuses études ont été effectuées dans le but d’élucider les structures

complexes et les roles de ces glycannes.

Figure 1.4 Exemple de roles de glycoconjugués situés sur la surface cellulaire
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1.5 Meéthodes expérimentales pour I’analyse structurale

1.5.1 Séquencage de sucres

Par analogie avec le séquencage des protéines, la purification et la détermination de la
structure primaire d’un oligosaccharide sont les premicres étapes dans la connaissance de sa
structure. Malgré les efforts et les progres récents dans le domaine de la spectroscopie, le
séquencage des glucides complexes reste un travail long et difficile. Les nouvelles techniques
de spectroscopie de masse, qui combinent une haute sensibilité avec I’analyse automatisée des
résultats se sont révélées assez puissantes et fiables. Trés prometteuse aussi est la
combinaison des techniques SM et RMN qui fournissent des informations complémentaires
pour la détermination de la séquence primaire. La connaissance préalable des structures
semblables mais ¢galement des voies possibles de biosynthése sont d’une grande utilit¢ dans

la détermination d’une nouvelle structure (Pérez 2005).
1.5.2 Résonance Magnétique Nucléaire

Les deux seules techniques dont on dispose pour la détermination expérimentale de la
structure 3D des glucides sont la RMN et la diffraction des rayons X. En solution, la méthode
privilégiée est bien évidemment la RMN (1D, 2D et 3D). Les techniques les plus utilisées
sont la mesure des déplacements chimiques, des temps de relaxation, des constantes de
couplage et des effets Overhauser (NOEs, ROEs ...). L’inconvénient majeur est du a la
présence des liaisons glycosidiques flexibles qui, surtout dans les structures complexes, sont a
I’origine de plusieurs conformations alternatives en solution, résultant dans une conformation
moyennée en fonction du temps. Cependant, 1’existence de plusieurs conformations ainsi que
leur interconversion peuvent étre mises en évidence, ce qui peut donner des informations

importantes sur la dynamique du systéme.
1.5.3 Diffraction de monocristal

Une trés grande partie des données structurales vient de la cristallographie aux rayons X. Plus
de 4000 structures de glucides sont présentes dans la Cambridge Structural Database (CSDB),
dont presque la totalité est représentée par des monosaccharides ou des dérivés. Seulement 17
trisaccharides et 5 tétrasaccharides sont présents dans la base de données (Imberty and Pérez
2000). Cette disparité est tres révélatrice de la principale difficulté rencontrée dans ’analyse
cristallographique des glucides : réussir la cristallisation d’une molécule plus grande qu’un
disaccharide est en fait assez rare. La présence d’un équilibre conformationnel au niveau du

carbone anomére (a«>f3) et ’inhérente flexibilité de la liaison glycosidique sont les facteurs
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principaux qui limitent la formation d’un réseau cristallin ordonné. La difficulté a cristalliser
les glucides est encore plus accentuée pour les structures ayant un poids moléculaire situé
entre 1000 et 5000 Da, a I’exception des cyclodextrines. Les raisons peuvent étre recherchées
dans la faible quantit¢ d’échantillon généralement disponible pour les essais de cristallisation
mais aussi dans le retard dont souffre la cristallographie des « petites » molécules qui n’a pas
suivi les énormes développements techniques et méthodologiques réalisés dans le domaine
des macromolécules biologiques. C’est dans ce contexte qu’on présentera dans le quatriéme
chapitre la structure de la Tricolorine A, qui est I’un des plus grands oligosaccharides dont la

structure a été résolue par diffraction X.

1.5.4 Diffraction de fibres

La diffraction de fibres est la méthode la plus utilisée pour 1’étude structurale des
polysaccharides, mais contrairement a la diffraction de monocristaux, les données de
diffraction de fibre ne sont généralement pas suffisantes pour la détermination de tous les
parameétres structuraux. Les techniques de modélisation doivent étre utilisées pour la
construction d’un mod¢le qui va étre comparé avec les données de diffraction obtenues. Le
nombre de structures de polysaccharides résolues est autour d’une centaine (Chandrasekaran
1997).

1.5.5 Co-cristallisation avec des protéines

Dans les derniéres années nous avons assisté a une augmentation considérable du nombre de
structures de protéines résolues. Comme conséquence, de nombreuses structures de
glycoprotéines et de lectines complexées avec des glucides ont été résolues et leurs
coordonnées atomiques sont disponibles dans la Protein Data Bank (PDB). Dans le cas des
glycoprotéines, la flexibilit¢é des N- ou O-glycannes est un facteur qui peut limiter ou
empécher la cristallisation. Généralement dans les structures de glycoprotéines obtenues par
diffraction on peut observer seulement les premiers deux ou trois monosaccharides de la
chaine glycosidique (Imberty and Pérez 1995). Par contre, plus de 500 structures de lectines

ont été résolues (http://www.cermav.cnrs.fr/lectines), souvent en complexe avec des ligands

oligosaccharidiques pour lesquels aucune information structurale n’était disponible

auparavant.
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1.6 Analyse conformationelle des glucides: facteurs déterminant la
structure tridimensionnelle

Les méthodes de la chimie computationelle sont devenues extrémement importantes dans
I’analyse conformationnelle des molécules organiques et notamment des glucides complexes.
L’augmentation constante de la puissance de calcul des ordinateurs a permis de relever de
nouveaux défis, notamment l’exploration des surfaces multidimensionnelles, qui étaient
techniquement irréalisables auparavant.

Je voudrais ici attirer ’attention sur les facteurs qui déterminent la structure tridimensionnelle
de glucides mais aussi sur les difficultés rencontrées dans 1’analyse conformationelle des

structures complexes. Les méthodes de calcul seront décrites dans le troisieme chapitre.

1.6.1 Monosaccharides

Dans I’analyse conformationnelle des oligosaccharides, la chaine principale est généralement
considérée comme formée de monomeéres rigides méme si les pyranoses sont dotés d’une
certaine flexibilité au niveau du cycle. Pour la plupart des monosaccharides, la conformation
de plus basse énergie est la forme chaise et plus précisément *C, et 'C4 pour les glucides de
série D ou L respectivement (Rao 1988). Certains monosaccharides tels que les cycles idoses
peuvent de plus adopter des conformations de type sofa (*Sg). Le groupement hydroxyméthyle
exocyclique peut tourner autour de la liaison C5-C6 mais ’analyse cristallographique a
montré qu’il adopte trois conformations de basse énergie, nommées gt, gg et tg, pour limiter
les interactions avec le O4 et le O5 (Fig. 1.5) (Marchessault and Pérez 1979; Pérez 2000). Par
contre, les hydroxyles secondaires sont libres de tourner presque librement méme si deux
orientations relatives (sens des aiguilles d’une montre ou sens inverse), montrées dans la Fig.
1.5, favorisent la formation des réseaux de liaisons hydrogéne intramoléculaires (Brady
1993). L’ensemble de ces paramétres doit étre pris en compte dans 1’analyse structurale des

structures complexes.
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1. Introduction a la structure des glycoconjugués

\‘H/ N
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Figure 1.5 Réseaux des liaisons hydrogéne pour le galactose et conformation du O6 en projection de Newman
1.6.2 Disaccharides

Nous avons indiqué plus haut que deux pyranoses peuvent ce combiner pour donner onze
disaccharides différents. La nature de la liaison glycosidique (e ou S, 1—1, 152, 1 -3, 1—-4
ou 1—06) est le parametre clé qui détermine la structure tridimensionnelle d’un disaccharide.
En fait, la molécule présente une certaine flexibilité autour des deux angles de torsion (® et
YY) de la liaison glycosidique, mais il a ét¢ montré que toutes les conformations ne peuvent
pas étre atteintes avec la méme probabilité. Les deux angles de torsion glycosidiques qui

définissent la géométrie de la liaison sont illustrés dans la Fig. 1.6.
OH

HO

\lj OH
Os (I) <
\ Cq—o—0O
(@) 5
HO c 1
1
oK HO OH

OH
Figure 1.6 : Les angles de torsion glycosidique pour GlcS1—4Glc

L’angle ¢ (O5—C1—01—Cx) est influencé en premier lieu par 1’effet exoanomere, qui est
un effet stéréo-¢lectronique résultant des interactions entre les orbitales des atomes O5,C1,01
et Cx, impliqués dans la liaison glycosidique (Lemieux 1979). L’angle v (C1—O1—Cx—
C(x+1)) montre une variabilité plus grande et est plutot influencé par les interactions non-
liées (liaisons hydrogene, interactions de van der Waals) entre les deux monosaccharides. La
structure globale d’un disaccharide est donc déterminée par la nature de la liaison et par

I’ensemble des ces interactions.
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1. Introduction a la structure des glycoconjugués

La probabilit¢ d’existence pour une conformation donnée d’un disaccharide peut étre
représentée sur un diagramme bidimensionnel (Fig. 1.7) qui représente la valeur de 1’énergie
potentielle de la molécule pour chaque combinaison des valeurs de ¢ et y. La méthode de

calcul utilisée pour la génération de ces cartes sera décrite dans le troisiéme chapitre.

360

300

:

0 60 120 180 240 300 360

Figure 1.7 Carte adiabatique d’énergie potentielle pour le disaccharide GlcS1—4Glc. Chaque isocontour
représente un niveau d’énergie de lkcal. Les conformations de plus basse énergie sont indiquées par des point

rouges.

On peut voir dans la figure que les conformations de plus basse énergie pour la liaison
Glcf1—4Glc sont confinées dans des régions relativement limitées de [’espace
conformationnel. La comparaison des valeurs ¢ et y obtenues par cristallographie et RMN a
validé cette méthode (Imberty 1997). Des centaines de cartes ont déja été¢ calculées et un
grand nombre sont disponibles dans la base de données de disaccharides du CERMAV

(www.cermav.cnrs.fr/disaccharides).

1.6.3 Oligosaccharides

Les oligosaccharides sont des structures généralement flexibles qui peuvent adopter
différentes conformations (ou plus souvent familles de conformations) de basse énergie. La
liberté conformationelle peut étre limitée par la présence d’interactions (liaisons hydrogene,
interactions de van der Waals) entre deux monomeres qui ne sont pas forcément liés par une
liaison glycosidique. Par exemple, dans le cas particulier des oligosaccharides du type Lewis
X, la forte interaction hydrophobe de stacking entre le Gal et le Fuc rigidifie la structure de
I’oligosaccharide qui n’adopte en fait qu’une seule conformation en solution (Imberty and
Pérez 2000).

Dans I’analyse conformationelle I’oligosaccharide peut €tre considéré comme constitué¢ d’un

ensemble de disaccharides. Les valeurs de ¢ et de \ pour chaque disaccharide seront donc, en
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1. Introduction a la structure des glycoconjugués

premiére approximation, considérées comme indépendantes des résidus voisins. Ceci est une
simplification importante mais qui permet de dire que la structure globale d’un
oligosaccharide dépend en premier lieu de la nature de chaque liaison entre ses disaccharides
constituants. Malgré ¢a, 1’analyse conformationelle des oligosaccharides reste un travail long
et difficile car le nombre des parameétres mis en jeux est généralement trés important. Pour un
simple trisaccharide, comme celui montré¢ en Fig. 1.8, on doit prendre en compte six
conformations différentes pour chaque monomeére (trois pour le C6 et deux pour les
hydroxyles) et 24* combinaisons pour les angles de torsion ¢,y,d1,y; pour un totale de

71663616 conformations possibles !

OH

Figure 1.8 : Espace conformationnel pour un trisaccharide Glc81—4Glcf1—4Glc

Bien qu’il s’agisse d’un simple trisaccharide, un tel nombre de minimisations d’énergie
nécessite déja une puissance de calcul non négligeable. On peut donc comprendre que pour
I’analyse conformationnelle de glycannes encore plus complexes (plus de 10 monomeéres) on
a forcement besoin d’une stratégie d’exploration de I’espace conformationnel trés puissante et
intelligente. Dans le cinquiéme chapitre on présentera 1’étude conformationelle d’une
structure d’un O-glycanne qui contient 366 atomes et quatorze liaisons glycosidiques. Cette
étude porte sur un des plus grands oligosaccharides jamais soumis a une exploration

compléte de 1’espace conformationel.
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2. Lectines et interactions protéine-sucre

Chapitre 2

Lectines et interactions protéine-sucre

2.1 Lectines : genéralités

Le mot lectine dérive du verbe latin legere qui veut dire « sélectionner » ou « choisir », un
nom bien approprié pour cette tres importante classe de protéines. Les lectines ont été
définies comme des protéines d’origine non-immune qui se lient spécifiquement et de facon
réversible aux sucres et ne montrent aucune activité enzymatique pour ces substrats
(Kocourek 1981). Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent dans
toutes les classes d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes,
chez les insectes et les animaux. Elles sont aussi appelées agglutinines car elles sont capable
d’agglutiner les cellules (comme les érythrocytes) et les glycoconjugués. Cette caractéristique
trés importante des lectines est due au fait que ces protéines sont généralement multivalentes.
Les méthodes anciennement utilisées pour leur identification consistent a mélanger I’extrait a
examiner (dérivé par exemple d’un tissu ou d’une plante) avec des érythrocytes en solution.
L’agglutination ou la précipitation des cellules indique que la solution analysée contient une
(ou parfois plusieurs) molécules agglutinantes. Les premieres lectines furent identifiées chez
les plantes au début du vingtieme siécle mais la communauté scientifigue ne commenca a
s’intéresser a cette classe de protéines qu’a partir des années soixante, en concomitance avec
la naissance de la glycobiologie. L’intérét était motivé surtout par I’utilisation des lectines
dans la détection, I’isolation et la caractérisation d’oligosaccharides, tels que les déterminants
des groupes sanguins et de glycoconjugués, surtout des glycoprotéines. La découverte
majeure que certains états physiologiques et pathologiques étaient associés a un changement
de I’état de glycosylation des cellules fut possible grace a I’utilisation des lectines. Le nombre
de travaux publiés sur les lectines a vu une grande croissance principalement grace a
I’abondance des lectines dans tous les organismes vivants, accompagné d’une certaine facilité
de purification. Dans les dernier temps, on a aussi commencé a considérer les lectines comme
des molécules bioactives et on s’est de plus en plus intéressé aux roles biologiques de ces
molécules. On s’est apercu tout de suite de I’extréme variabilité des lectines, d’abord en terme
de structure primaire, et a la suite des premiéres structures résolues par diffraction des rayons

X, en terme de structure tridimensionnelle.
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2. Lectines et interactions protéine-sucre

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la recherche sur les lectines est lié sans doute a leur
capacité unique de «lire» I’information biologique qui est codifiee dans la structure
tridimensionnelle des sucres. Les lectines sont en fait les récepteurs spécifiques pour les
interactions protéine-sucre qui jouent des réles clé dans une multitude de processus de
reconnaissance moléculaire et de signalisation cellulaire. Par exemple, I’hémagglutinine du
virus de la grippe reconnait et se lie aux oligosaccharides terminés par un acide sialique qui
sont situés sur la surface des cellules épithéliales des voies aériennes supérieures (Wiley
1987). De la méme fagon, les lectines situees sur la surface des bactéries, des virus ou des
parasites intestinaux reconnaissent les glycoconjugués présents sur la surface des cellules
épithéliales et donc facilitent les processus de colonisation et d’infection. Les rdles joués par
les lectines des plantes restent toujours un mystére. Une hypothese trés probable est le role de
défense du végétal contre les phytopathogenes (ou contre les animaux qui peuvent se nourrir
de la plante), mais d’autres possibilités ont été considérées (Rudiger 2001). Par contre, les
roles des lectines animales ont été étudiés en détail comme I’indique les exemples cités ci-
dessous. L’adhésion des lymphocytes sur la paroi interne des vaisseaux sanguins est un
processus important, qui précede leur extravasation vers les organes lymphoides ou vers les
zones infectées. Des lectines appelées selectines situées sur la surface des vaisseaux sanguins
reconnaissent les glycoconjugués présents sur la surface des lymphocytes (Bevilacqua 1991).
Les lectines animales ont des réles particulierement importants dans la croissance et dans le
développement des organismes supérieurs. La toute premiére interaction qui s’effectue
pendant les processus de fertilisation est la reconnaissance entre une lectine du spermatozoide
(spermadhesine) et un glycoconjugué présent sur la surface des ovocytes (Topfer-Petersen
1998). Les exemples qu’on pourrait citer sont tres nombreux et cette grande variation de

fonction pour chaque classe de lectines est bien évidente dans le tableau 2.1.
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Tableau 2.1 Classification et roles des lectines dans les organismes vivants

Lectine

Roles

Bactéries

Lectines fimbriales

Adhésion, infection

Lectines solubles

Adhésion, infection, formation de biofilm

Toxines

Adhésion , infection

Virus

Influenza haemagglutinine

Adhésion, infection

Amoeba

Lectines de surface Adhésion

Plantes

Légumineuses Défense, symbiose avec les bactéries fixant I’azote

Autres Défense

Animaux

Calnexine Contrdle de la biosynthese des glycoprotéines

M-type Dégradation des protéines dans le RE

L-type Contrdle de la biosynthese des glycoprotéines

P-type Régulation de la croissance cellulaire et de
I’apoptose;  régulation du cycle cellulaire;
modulation des interactions cellule-cellule et
cellule-substrat

C-type Adhésion cellulaire (selectines), Clairance des
glycoprotéines, Réponse immunitaire
(collectines)

Galectines Reconnaissance des glycannes dans la matrice
extracellulaire

1-type Adhésion cellulaire dans le CNS (siglecs)

R-type Ciblage des enzymes, régulation du turnover des

hormones

Endoplasmic reticulum

Calnexin and ERAD
~242 588 — Calreticulin Receptors

%o
Cis Golgi netwark -bb ERGIC-53 ?

Trans Golgi netwark P
Man 6-P

A Glucose

’ F{:l_:ptor ? . Mannose

- O B N-acetyglucosamine
Endosomes ® Galact
alactose
Cell surface -

Asiala- _ Selectins Siglecs
ol copretein 3 e silicacid

Image 2.1 Localisation cellulaire et spécificité des lectines animales

(http://www.imperial.ac.uk/research/animallectins/)
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2.2 Spécificité et affinité

Il est intéressant des noter que la plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre de
sucres et que, dans la majorité des cas, ces sucres sont présents dans et sur la surface des
cellules, surtout sous la forme de glycoconjugués. On peut identifier deux classes de lectines
par rapport a leur spécificité : celles qui reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles
qui  reconnaissent exclusivement des oligosaccharides (Sharon 2003). Parmi les
monosaccharides le plus souvent reconnus par les lectines on retrouve le mannose, le fucose,
le galactose/GalNAc et la N-acetylglucosamine. Tres peu de lectines reconnaissent I’acide

sialique sous la forme de monosaccharide. (Table 2.2)

Tableau 2.2 Lectines spécifiques pour les monosaccharides (Sharon 2003)

Monosaccharide Lectine

Man Allium sativum ; Canavalia ensiformis; Crocus sativus ;Dioclea grandiflora; E.Coli type 1 fimbriae ;
ERGIC-53 ; Galanthus nivalis ; MBLs of animals ; Pisum sativum ; Vicia faba
Fuc Aleuria aurantia; Anguilla anguilla; Lotus tetragonolobus; Pseudomonas aeruginosa lectin Il ; Ulex

europaeus lectin | ; Ulva lactuca ; Chromobacterium violaceum lectin

Gal/GalNAc Arachis hypogaea; Coprinus cinereus; Entamoeba histolytica; Erythina corallodendron; Dolichos
biflorus ; Glycine max ; Griffonia simplicifoglia lectin I ; helix pomatia ; Hygrophorus hypothejus ; Phaseolus
limensis; Moluccella laevis; Polyandrocarpa misakiensis; Ptilota filicina; Ricinus communis;

Pseudomonas aeruginosa lectin |

GIcNAC Conglutinin ; Griffonia simplicifoglia lectin Il ; Tachylectin-2 ; Triticum aestivum ; Ulex europaeus lectin Il ;
Psathyrella velutina
NeuNAc Achatina fulica ; Cancer antennarius ; Hericium arinaceum ; Homarus americanus lectin I ; Limax flavus ;

Scylla serrata ; Triticum aestivum ; Psathyrella velutina

A part quelques exceptions, ces lectines n’ont pas une trés grande affinité pour leurs ligands
monosaccharidiques, avec une constante d’affinité K, qui est de I’ordre de 10%-10* M™. En
général la spécificité est forte pour un monosaccharide et peu de substitutions sont autorisées.
L’affinité est généralement modulée par la présence d’un substituant sur le carbone
anomérique du monosaccharide et donc ces lectines reconnaissent aussi des di- ou
trisaccharides. Certains monosaccharides montrent des similarités structurales importantes,
comme on peut le voir dans la figure 2.2. Dans le GIcNAc et dans I’acide sialique le
groupement NHAC et le groupement OH adjacent ont la méme orientation spatiale (trans).
Cette situation est encore plus évidente dans les cas du mannose et du fucose, qui montrent

trois hydroxyles (2,3,4 chez le mannose et 4,3,2 chez le fucose) dans la méme configuration
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spatiale. De nombreuses lectines qui reconnaissent le mannose peuvent ainsi se fixer au
fucose (ou vice-versa), bien qu’avec une affinité plus ou moins importante. Deux exemples
d’interactions non-spécificiques sont la lectine bactérienne de Chromobacterium violaceum
(spécificité: fucose/mannose) et la lectine de champignon Psathyrella velutina (spécificité:
GIcNAc/NeuNAc), qui ont été étudiées au cours de cette these.

OH HO
0 OH
o)
HO HO COQH
Ho o CH,OH
OH NHAC . 2
NHAc :z
HO
N-Acetylglucosamine N-Acetylneuraminic acid
OH
4 2 HO
o) o]
HO OH HO OH
HO OH HO CHg
3 2 3 4
Mannose L-Fucose

Figure 2.2 Similarités structurales entre monosaccharides.

La deuxiéme classe de lectines est formée par celles qui nécessitent un oligosaccharide
specifiqgue, comme par exemple la cyanovirine-N qui reconnait des glycannes de type
oligomannose tels que la glycoprotéine gp120 du virus VIH (Botos 2002) ou la toxine de
choléra qui est spécifique pour le GM1 présent sur la surface de cellules épithéliales (Merritt
1994). L’affinité montrée pour les oligosaccharides est généralement beaucoup plus élevée
que pour les monosaccharides par la présence de sites de liaison plus profonds formant plus
de contacts avec le ligand. Ces derniéres lectines montrent parfois des K, tout a fait

remarquables qui peuvent attendre le 10°-10° M™.
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2.3 Structures tridimensionnelles

La premiére structure cristalline d’une lectine a étre déterminée par diffraction des rayons X
fut la concanavaline A (Edelman 1972; Hardman 1972). De 1972 a nos jours, plus de 500
structures cristallines de lectines ont été déterminées, la plupart d’entre elles co-cristallisées

avec leurs ligands (http://www.cermav.cnrs.fr/lectines) et ce nombre est en augmentation

constante.

Un concept important sur la structure moléculaire des lectines est celui du Carbohydrate
Recognition Domain (CRD), introduit pour la premiére fois chez les lectines animales
(Drickamer 1988). Il s’agit généralement d’une séquence peptidique invariante ou trés bien
conservée qui forme le domaine structural minimal nécessaire a la reconnaissance du ligand.
La multivalence, propriété fondamentale pour I’activité des lectines, peut étre réalisée par
différentes stratégies (figure 2.3). Quand un seul site de liaison est présent sur chaque chaine
peptidique la structure quaternaire d’une lectine est généralement un multimére formé par
I’association non covalente de deux (dimeére) a cing sous-unités (pentamere). Il existe aussi
des lectines ou le domaine de reconnaissance est répété plusieurs fois dans la structure,
comme dans le cas des lectines qui montrent une structure du type S-propeller. Une troisiéme
classe de lectines montre la présence de deux CRD distincts reliés par un domaine de jonction
(linker). Les deux domaines peuvent montrer des spécificités différentes ou bien 1I’un d’entre

eux peut avoir une activité enzymatique (ou autre) comme dans le cas des lectines appelés

DA P

chimerolectines.

Oq

Figure 2.3 Exemple de structure quaternaire de lectines
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Les lectines de plantes qui appartiennent a une méme famille taxonomique (Iégumineuses,
céréales, etc.) montrent une homologie de séquence/structure remarquable qui a permis de les
classifier en sept familles de protéines structurellement similaires (Van Damme 1998). Les
lectines de légumineuses adoptent toutes une structure typique appelée « 3 jelly roll » ou
« lectin fold » formée par deux feuillets B superposés. Les lectines de ceréales sont trés
différentes et sont caractérisées par la présence de domaines structuraux conservés tres riches
en cystéine qui sont appelés domaine hévéine du nom d’une petite protéine de 43 acides
amines extraite de I’hévéa. La premiére structure cristallographique déterminée dans cette
famille est la lectine de germe de grain de ble WGA (Fig 2.4), spécifique pour les
oligosaccharides a NeuAc ou a GIcNAc (Wright 1980). La ricine, ainsi qu’un grand nombre
de toxines végétales, est constituée d’une lectine en tréfle (ricine B) associée a une toxine
(ricine A) (Rutenber 1991). La famille de la lectine de perce neige (Hester, Kaku et al. 1995)
ainsi que la famille de la jacaline (Sankaranarayanan 1996) adoptent toutes deux des
repliements protéiques de type prisme 3 qui peuvent former une grande variété d’oligomeres
(Gallego del Sol 2005).

Figure 2.4 Jacaline en complexe avec I’a-Me-mannose (gauche, pdb 1ws5), lectine en tréfle de Amaranthus

caudatus (droite, pdb 1jly) et WGA en complexe avec le sialyllactose (en bas, pdb 1wgc)
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Les lectines animales montrent une grande variabilité structurale et des similarités importantes
méme entre différentes especes. Dans I’impossibilité d’adopter une classification du type
taxonomique (comme pour les lectines de plantes), elles ont été regroupées dans différentes
familles ayant en commun des caractéristiques structurales. Les trois plus grandes familles de
lectines animales sont les galectines, les lectines de type C et les lectines de type-I (siglecs).
Les autres lectines animales ont été résumeées dans le tableau 2.1. La famille des galectines
regroupe des lectines solubles qui reconnaissent le B-Gal, et sont caractérisées par la présence
d’un domaine trés bien conservé appelé S-type carbohydrate recognition domain (S-CRD)
dont I’intégrité semble indispensable & I’activité de la lectine (Leffler, Carlsson et al. 2004).
La grande famille des lectines du type C (C-type lectins) est formée par les lectines dont
I’interaction sucre-protéine se fait par I’intermédiaire d’un atome de calcium (Drickamer
1999). Les siglecs reconnaissent I’acide sialique et leur CRD adopte un repliement de type
immunoglobuline (Crocker 2002). La structure des lectines bactériennes sera le sujet du

paragraphe 2.5 et les lectines de champignon serront décrites dans le paragraphe 2.7.

Figure 2.5 E-selectine (lectine de type C) en complexe avec leSialyl Lewis™ (gauche, pdb 1g1t) et galectine-7

humaine en complexe avec le galactose (droite, pdb 2gal)
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2.4 Sites de reconnaissance

Toutes les informations disponibles sur les modes de reconnaissance ont été établies sur la
base de I’analyse cristallographique des complexes lectine-sucre. Dans les lectines spécifiques
pour les monosaccharides, les sites de liaison sont généralement des dépressions peu
profondes sur la surface de la protéine. Par contre, dans les lectines spécifiques pour les
oligosaccharides les sites de liaison sont plus profonds et montrent une excellente
complémentarité pour le ligand qui ressemble a I’interaction protéine-substrat chez les
enzymes. Les liaisons hydrogene entre la lectine et le ligand sont des interactions fortes et tres
directionnelles, ce qui permet d’atteindre une bonne affinité et spécificité. Les chaines
latérales des résidus chargés comme I’acide aspartique, I’asparagine, I’acide glutamique, la
glutamine et I’arginine sont souvent impliquées dans les liaisons hydrogene avec les ligands.
Les groupements NH ou CO de la chaine principale de la protéine participent souvent a la
reconnaissance. Une importante contribution & la force de I’interaction vient parfois des
interactions hydrophobes. Les sucres sont des molécules trés polaires mais la disposition des
groupements OH peut créer des zones hydrophobes qui peuvent donner lieu a des interactions
avec les résidus aromatiques, comme la tyrosine ou le tryptophane. Ce type d’interaction est

appelé stacking interaction (Vyas 1991).

Dans les lectine de type C un atome de calcium est coordonné par les chaines latérales des
acides aminés dans les site de liaison est par deux des hydroxyles 2-OH, 3-OH et 4-OH du
sucre, qui est généralement un fucose, un mannose, ou moins fréquemment un galactose
(Drickamer 1996). La lectine PA-IL de Pseudomonas aeruginosa, étudiée dans cette these,
adopte un repliement protéique différent des lectines de type C mais elle reconnait le
galactose par une interaction trés similaire. Une nouvelle classe de protéines présentant une
grande affinité pour le fucose/mannose a été trouvée chez certaines bactéries opportunistes
comme Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium violaceum et Ralstonia solanacearum.
Ces lectines montrent la présence exceptionnelle de deux atomes de calcium dans le site de

liaison et seront decrites en détail dans les prochains paragraphes.
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2.5 Les lectines bactériennes

Les lectines bactériennes sont généralement situées sur la surface de la bactérie ou localisées
dans le cytosol et jouent des roles importants dans la reconnaissance des glycoconjugués
présents a la surface des cellules de I’h6te pendant la premiére étape du processus d’infection,
ce qui a attiré bien évidement beaucoup d’attention dans ces dernieres années (Sharon 1996).
Les lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles: les lectines
fimbriales, les toxines et les autres lectines solubles qui n’appartiennent pas aux deux

premiéres classes (Imberty 2005).

2.5.1 Les lectines fimbriales

Les bactéries sont dotées d’organelles de surface appelés fimbriae qui servent a différentes
fonctions, comme la reconnaissance et I’adhésion sur des surfaces diverses et en particulier
sur les cellules des organismes eucaryotes (Low 1996). Des centaines de fimbriae sont
attachés a la surface d’une cellule bactérienne. Dans les trois types différents de fimbria qui
ont été observés (type 1, type P et type IV) I’organisation structurale est similaire (Soto
1999). La partie principale qui sort de la surface de la bactérie est une longue superstructure
hélicoidale rigide, assemblée a partir des nombreux monomeéres de piline (16-22 kD). Au
sommet des pili, on peut avoir la présence d’un domaine lectine relié au dernier monomeére

du pilus par une partie flexible (monomeéres adaptateurs).

Figure 2.6 Récepteur PAPG en complexe avec le tetrasaccharide GBO4 (gauche, pdb 1j83) et lectine fimbriale
F17-AG en complexe avec le GIcCNAc (droite, pdb 109w)
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Les structures cristallines des différentes lectines fimbriales résolues jusqu’a aujourd’hui
appartiennent aux pili de type 1 ou de type p et montrent que les domaines lectines adoptent
des repliements similaires, bases sur une structure allongée de type f-sandwich. Le site de
liaison pour le ligand est généralement une dépression peu profonde localisée sur un coté du

domaine lectine.

2.5.2 Les toxines

Les toxines sont des protéines secrétées par la bactérie qui montrent une activité toxique
directe dans les cellules cibles. L’endommagement de la cellule peut advenir par la rupture de
la paroi cellulaire, par I’inhibition de la synthése protéique ou par I’activation des
métabolismes secondaires. Les toxines du type ABs sont secrétées par différents
microorganismes tels que Vibrio cholerae, certaines souches d’E.coli (ETEC), Shigella
dysenteriae et Borderella pertussis. Ces toxines sont formées d’une sous-unité A qui est
responsable de I’activité enzymatique et d’une ou plusieurs sous-unités B (Figure 2.7) qui
sont spécialement congues pour reconnaitre spécifiqguement les sialogangliosides présents sur
la surface cellulaire, comme le GM1, GM2 et le Gb3 (Merritt 1995).

]
e

Figure 2.7 Deux orientations pour la sous-unité B de la toxine du Choléra en complexe avec le GM1 (pdb 3chb)
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2.5.3 Les lectines solubles

Dans cette famille de lectines bactériennes on regroupe toutes les protéines solubles
exprimees par la bactérie ayant une affinité pour des sucres et ne montrant pas d’activité
enzymatique. Seul un petit nombre de lectines solubles ont été caractérisées et le domaine
d’étude est en pleine expansion. L’équipe de glycobiologie moléculaire du CERMAV
s’intéresse depuis quelques années aux relations structure-fonction de ce type de lectines dans

les processus d’infection.

Deux lectines, nommeées PA-IL et PA-IIL sont produites par le pathogene opportuniste
Pseudomonas aeruginosa. Chromobacterium violaceum est aussi un pathogene pour les
humains et produit une lectine, CV-IIL, ayant une forte homologie de séquence avec PA-IIL.
Ces trois lectines seront décrites en détail dans le prochain paragraphe ainsi que dans le
cinquiéme et dans le sixieme chapitre. Toutes les lectines bactériennes solubles connues sont

résumées dans le tableau 2.4.

Tableau 2.4 Lectines bactériennes solubles

Nom Type Spécificité Caractéristiques

Pseudomonas aeruginosa PA-IL Pathogene humain galactose Lectine cytotoxique

Pseudomonas aeruginosa PA-IIL ~ Pathogene humain ~ fucose/mannose Tres haute affinité vers le fucose
Cromobacterium violaceum CV-IIL  Pathogéne humain  fucose/mannose Trés haute homologie avec PA-IIL

Burkolderia cenocepacia BCLx Pathogene humain  fucose/mannose Différents génes identifiés homologues a PA-I1L

Ralstonia solanacearum RS-11L Pathogéne végétal  mannose/fucose Treés haute homologie avec PA-11L

Ralsonia solanacearum RSL Pathogene végétal fucose Similaire & Aleria arantia lectin, une lectine de champignon
Cyanovirin-N Cyanobactérie Mangg Puissante activité antivirale

RSL est une lectine produite par la bactérie Ralstonia solanacearum, qui attaque les racines
des plantes. La séquence montre la présence de deux motifs peptidiques répétés et dans la
structure cristalline (Fig 2.8) trois monomeres s’associent pour former une structure de type
S-propeller a six lames. RSL est la seule protéine qui adopte une structure tertiaire S
propeller dérivée par I’oligomérisation des sous-unités et non par le repliement dans la chaine
(Kostlanova 2005).
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Figure 2.8 RSL en complexe avec le Me-fucoside (gauche, pdb 2bt9) et Cyanovirin-N en complexe avec un

hexamannoside (droite, pdb 1m5j)

La Cyanovirine-N, produite par le cyanobactérie Nostoc ellipsosporum est sans doute la
lectine bactérienne la plus connue et mieux étudiée, car cette protéine montre une puissante
activité antivirale et plus précisément elle est capable d’inhiber le virus du SIDA (HIV)
(Boyd, Gustafson et al. 1997). Sa structure tridimensionnelle (Fig. 2.8), résolue d’abord par
NMR et ensuite par cristallographie a montré un nouveau domaine de reconnaissance
(Bewley 2001). La Cyanovirine-N reconnait avec une trés forte affinité les oligosaccharides
mannosylées (oligomannose-8 et —9) de la glycoprotéine gpl120 qui forme I’enveloppe

extérieure du virus.

2.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie gram-negative et opportuniste qu’on retrouve
fréeqguemment dans le sol, dans les eaux et dans la végétation. Elle ne représente pas un danger
pour les personnes en bonne santé mais, par contre, elle peut étre tres dangereuse pour les
sujets qui souffrent de déficiences immunitaires ou qui présentent des pathologies qui
pourraient étre utilisées comme « porte d’entrée » pour I’infection, comme par exemple les
grands bralés. La bactérie est bien connue dans les milieux hospitaliers ou elle est responsable
de nombreux cas d’infections nosocomiales (Artenstein 1993). Elle peut causer des
pathologies de gravité variable comme des septicémies, des infections des voies urinaires, des

27



2. Lectines et interactions protéine-sucre

pancréatites et des dermatites. Plus particulierement, elle est la cause primaire des graves
infections pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (CF). Elle présente une
grande adaptabilité et beaucoup de souches sont résistantes a la plupart des antibiotiques.
Dans le processus d’infection de P. aeruginosa les carbohydrates jouent des réles tres
importants et a différents niveaux. Ils sont les composants principaux des lipopolysaccharides
(LPS) qui forment I’enveloppe sensée protéger les bactéries gram-negative contre la diffusion
des antibiotiques. Dans les infections chroniques, P. aeruginosa produit aussi un
exopolysaccharide mucoide qui est composeé surtout d’acide mannuronique et glucuronique et

qui joue un réle dans la formation du biofilm.

Du point de vue de la reconnaissance entre P. aeruginosa et le tissus pulmonaire, la bactérie
se sert probablement d’un mécanisme concerté ou différentes protéines reconnaissent de
maniére spécifique les glycoconjugués presents sur les cellules épithéliales et dans les
mucines du mucus. Ces protéines sont d’une par les adhésines situées au sommet des pili de
type 1V qui reconnaissent les glycolipides asialo-GM1 et -GM2 et qui sont impliquées dans
le processus d’adhésion (Hahn 1997). Récemment, un deuxiéme type de pili appelé Cup (du
nom du systeme de sécrétion Chaperone-Usher pathway) a été identifié chez P. aeruginosa.
Différents génes ont été identifiés mais [I’implication de ce type d’organelles dans le
processus d’adhésion n’a pas encore été démontré chez P. aeruginosa (Sauer 2000; Vallet
2001).
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2.6.1 PA-IL et PA-IIL

L’arsenal d’adhésion de P. aeruginosa est complété par deux lectines, la premiere (PA-IL)
spécifique pour le galactose et la deuxieme (PA-IIL) qui montre une tres forte affinité pour le
fucose (Gilboa-Garber 1986). Le deux protéines sont principalement présentes dans le
cytoplasme de la bactérie mais dans certaines conditions elles sont aussi présentes sur la
surface de la membrane externe de la bactérie (Tielker 2005). Le deux lectines sont similaires
en taille (12.7 kD pour PA-IL et 11.7 kD pour PA-IIL) mais elles ne montrent aucune identité

de séquence. Cependant, toutes deux nécessitent des cations divalents pour leur activite.

La lectine PA-IL fut la premiére a étre isolée par chromatographie d’affinité a partir d’une
culture de P. aeruginosa (Gilboa-Garber, Mizrahi et al. 1972). Sa structure moléculaire en
complexe avec du calcium et du galactose sera decrite dans le cinquieme chapitre. La
structure cristalline de la PA-IIL a été résolue en 2002 (Mitchell 2002). La lectine est un
homotétramére et chaque monomeére adopte un repliement du type sandwich a 9 brins 3 qui
voit la présence d’un motif structural conservé appelé clé grecque (Fig 2.9A) Les quatre
chaines sont fortement associées en deux dimeéres et plus particulierement I’extrémité C-

terminale de chaque monomére (résidu Gly***

) est localisée dans le site de liaison du
monomere adjacent et participe a la reconnaissance du sucre, ce qui est une caractéristique
unique dans les interactions protéine-sucre. Le site de liaison pour le sucre est une poche qui
abrite deux ions calcium coordonnés par les chaines latérales (deux Asn et quatre Asp) des
acide aminés de la boucle de fixation du calcium (résidus 95-113) et par I’extrémité C-
terminale du monomere adjacent. La structure de la lectine co-cristallisée avec du fucose (Fig
2.9 B) montre que le sucre est en interaction directe avec les deux atomes de calcium par les
hydroxyles 2-OH, 3-OH et 4-OH. La « boucle de spécificité » (résidus 22-24) semble pouvoir
moduler I’affinité pour les différents ligands. La PA-IIL est la premiere lectine & montrer un
mécanisme de reconnaissance de ce type. L affinité de la PA-IIL vers le fucose est de I’ordre
du micromolaire (Ka ~ 10° M™) et peut étre expliquée par la forte interaction entre le sucre et
le deux atomes de calcium (Mitchell and Imberty 2005). La lectine a également été cristallisée
avec le fructose et le mannose (Fig 2.9 C) (Loris, Tielker et al. 2003). Récemment, les études
cristallographiques des complexes avec des oligosaccharides, le trisaccharide Lewis” (Fig 2.9
D) et un pentasaccharide du lait humain (Fig 2.9 E), ont donné les bases moléculaires de la

tres haute affinité de la lectine pour ces sucres complexes (Perret 2005).
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Glyl14%

Figure 2.9

A Tétramere PA-IIL

B L-Fucose dans le site de liaison

C D-Mannose dans le site de liaison

D Trisaccharide Lewis® dans le site de liaison

E Pentasaccharide du lait humain dans le site
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2.6.2 Roles de PA-IL et PA-IIL dans le processus d’infection

La PA-IL peut étre classée dans les facteurs de virulence de la bactérie. Dans P. aeruginosa
I’expression des genes de virulence est controlée par un systeme de messagerie biochimique
appellé quorum sensing qui est utilisé pour la communication entre cellules par de
nombreuses bactéries (Whitehead 2001). Le mécanisme de ce systeme est simple: des
molécules appelées autoinducteurs, appartenant a la famille des N-acylhomosérine lactones
(AHL), sont secrétees par la bactérie dans I’environnement jusqu'a ce qu’une concentration
maximale soit atteinte. La détection de cette concentration limite entraine des modifications
dans le mécanisme d’autorégulation de la bactérie qui passe d’une cellule isolée a une colonie.
Chez P. aeruginosa le mécanisme de quorum sensing est impliqué dans la production de
facteurs de virulence ainsi que dans la croissance et dans la formation du biofilm, qui est
directement impliqué dans la résistance aux antibiotiques (Davies 1998). Dans cette bactérie il
existe deux systemes différents (las et rhl) qui contrélent la transcription de génes en réponse
a deux autoinducteurs différents AHL, chacun spécifique pour un type de systeme.
L’expression de la PA-IL dépend directement du systeme rhl et peut étre activée par la
présence de son autoinducteur AHL spécifique (Winzer, Falconer et al. 2000). PA-IL exerce
une activité cytotoxique et est capable d’inhiber la croissance des cellules épithéliales des
poumons (Bajolet-Laudinat 1994). De plus, la présence de la lectine en combinaison avec des
autres facteurs de virulence (exotoxine A, élastase) a une forte activité cytotoxique in vivo,
qui peut étre inhibée par la présence de N-acetylgalactosamine, un des ligands préférés de PA-
IL. Cette derniere observation a permis d’avancer I’hypothése d’un réle pour la lectine dans
la perméabilisation de la membrane cellulaire qui la rendrait plus vulnérable a I’action des

autres facteurs de virulence.

La lectine a fucose PA-IIL est également produite en combinaison avec les facteurs de
virulence et, comme PA-IL, elle est sous le contréle du quorum sensing (Winzer, Falconer et
al. 2000; Schuster 2003; Wagner 2003). Elle n’est pas cytotoxique mais il a été montré in
vitro qu’elle peut inhiber le battement ciliaire de cellules pulmonaires (Adam 1997). Des
études recentes ont élucidé la localisation extracellulaire de la protéine qui serait fortement
associée aux polysaccharides présents sur la surface de la bactérie (Tielker 2005). Cette
lectine serait donc impliquée dans la reconnaissance et I’adhésion bactérie-bactérie ou
bactérie-hote et particulierement dans la formation du biofilm, car il a été démontré qu’une
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souche bactérienne privée du gene PA-IIL secréte un biofilm moins épais que celui de la

souche normale (Tielker 2005).

2.6.3 Similarité de séquence et de structure chez d’autres microorganismes

A la suite du séquencage de nouveaux génomes bactériens on a pu mettre en évidence la

présence de génes homologues a PA-IL et surtout a PA-IIL dans d’autres bactéries.

Dans le génome du pathogéne d’insecte Photorabdus luminescens on a identifié une
séquence, correspondante a la protéine hypothétique Plu2096, qui montre 36% d’identité et
48% de similarité avec la PA-IL; tous les acides aminés impliqués dans la reconnaissance du

sucre sont également bien conservés.

Certaines séquences présentant une haute identité avec PA-IIL ont été identifiées dans les
génomes d’autres bactéries opportunistes, comme on peut le voir dans I’alignement montré
dans la figure 2.10. Ralstonia solanacearum est un redoutable pathogéne de plantes qui est
responsable de dommages importants chez 200 types de plantations dans le monde entier
(Shell 2000). La bactérie est reliée phylogénétiqguement a P. aeruginosa et produit une lectine
RS-1IL (ligne 2 en figure 2.10) qui montre une tres forte identité de séquence avec PA-IIL
(Mitchell 2002). Sa structure tridimensionnelle est presque identique a PA-IIL et tous les
résidus impliqués dans la liaison du calcium sont tres bien conservés (Sudakevitz, Kostlanova
et al. 2004). Cependant RS-1IL préfere se lier au mannose et non pas au fucose comme PA-
IIL et cette préférence semble due a une différence de trois acides aminés dans la boucle de
specificité.

Chrorobacterium violaceum est considéré comme pathogene émergent dans les régions
tropicales et subtropicales (Alves de Brito 2004). Sa lectine CV-IIL, spécifique pour le fucose
et le mannose, montre une identité de séquence de 60% avec la PA-1IL (Imberty 2004). Tres
récemment elle a été purifiée et caractérisée du point de vue biochimique (Zinger-Yosovich In
press) et dans le sixieme chapitre on analysera en detail sa structure tridimensionnelle en

complexe avec ses ligands.
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S — — ——

PA-IIL : ATQGVFTLPANTRFGVTAFAN - OTVNVLVNN- - ETAATFSGQSTNNAVIGTQVLNSGSS : 60
R5-IIL : AQOGVFTLPANTSFGVTAFAN - QTIQVLVDN- -VVKATFTGSGTSDKLLGSQVLNSGS- 59
Ch.wv : AQOQGVFTLPARINFGVTVLVN- QHVEIFVDN- - EPRAAFSGVGTGDNNLGTKVINSGS- 59
Bc J2315 2: ERDGIFTLPPNIAFGVTALVN- QTIEVFVDDNPKPAATFQGAGTQDANLNTQIVNSGK- : 201
Bc J2315 3: NRAGEFSIPPNTDFRAIFFAN- QHIKLFIGDSQEPAAYHK-LTTRDGPR-EATLNSGN- : 66
Bc J2315 1: ERDGTENLPPHIKFGVTALTH- OTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDONLGTKVLDSGN- : 217
Ph-Q937N3 : TGKHCFQLPQSIRFGLTAYNN-INIDQTVKVYIDD--LLVDTLTGKGT-NNPMATKTYTSGT- : 279
Ph-Q9F4V4 : TGKHCFQLPQSIRFGLTAYVNSPAHDOTINVYIDN--RLVDTLTGKGI-SHITDVRTYTSGT- : 506
Ph-Q9F4V3 : TGKHCFQLPHNIKLSLSAYGN-ILTHDQTIKVYIDD--QLVDTLISQGV-NSVLGFENYSSST- : 282
— —
* * k k% *
PA-IIL : GKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVILTNE- - - - - - - - LNFALVGSEDGTDNDYNDAVVVINWPLG : 115
RS-IIL : GAIKIQVSVNGKPSDLVSNQTILANK-------- LNFAMVGSEDGTDNDYNDGIAVLNWPLG : 114
Ch.v : GNVRVQITANGROSDLVSSQLVLANK-------- LNLAVVGSEDGTDMDYNDSIVILNWPLG : 114
Bc J2315 2: GKVRVVVTANGKPSKIGSRQVDIFKK-------- TYFGLVGSEDGGDGDYNDGIAILNWELG : 244
Bc J2315 3: GKIRFEVSVNGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFTVNFGIVVSEDGHDSDYNDGIVVLOWPIG : 129
Bc J2315 1: GRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKK-------- SYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFLNWPLG : 272
Ph-Q937N3 : GKVCIEIEGDGKPSKLRYFDNTLDGK-------- PGTAIIGAENGTNNNYNDCVVILNWPLV : 340
Ph-Q9F4V4 : GKVCVEIIADGKPSKLRYAYNTLEAK-------- PGSAIIGANNGSNDNYDDSVVVLNWPLS : 564
Ph-Q9F4V3 : GKVCIEIIGDSKPCKLRYAYNTLDEK-------- PGTAIIGASNGGNNNYDDSIVVLIWSQT : 340

Figure 2.10 Alignement de la famille de type PA-IIL. Les résidus conservés sont représentés sur fond gris et les
fleches indiquent I’extension des brins B. Les résidus impliqués dans la reconnaissance du calcium sont marqués

avec un astérisque. Les résidus de la boucle de spécificité sont entourés.

Trois copies différentes d’un géne similaire a PA-IIL ont été retrouvées dans le génome de
Burkholderia cenocepacia. Cette bactérie opportuniste est également responsable d’infections
nosocomiales et en analogie a PA-IIL elle peut causer de graves infections pulmonaires chez
les patients atteints de mucoviscidose. Pour ces implications médicales, ce sujet d’étude est
donc particulierement intéressant et des efforts considérables sont en train d’étre effectués
dans I’équipe de glycobiologie moléculaire pour élucider les structures et les réles des ces

trois protéines.

Dans toutes ces séquences, les résidus impliqués dans la reconnaissance du calcium sont trés
conservés, donc elles peuvent étre annotées comme protéines liant le calcium. Par contre, les
résidus appartenant a la boucle de spécificité sont variables et comme on a vu chez RS-IIL,
ces variations peuvent jouer un rdle important dans la modulation de I’affinité vers les

différents ligands.
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2.7 Les lectines de champignon

Les champignons, y compris les moisissures et les champignons proprement dits, font partie
d’une importante classe d’organismes. De part leurs propriétés nutritionnelles, les
champignons ont toujours gardé une place importante dans notre alimentation, dans nos
traditions gastronomiques mais également dans la médecine, spécialement dans la médecine
traditionnelle orientale. N’étant pas capable d’utiliser la photosynthése comme les plantes ils
doivent extraire du milieu toutes les substances nutritives dont ils se nourrissent et ont donc
adopté des modes de vie saprophytes, parasites ou symbiotiques. Ces organismes, qui a
premiére vue peuvent apparaitre tres simples, ont développé au cours des centaines de
millions d’années d’évolution une impressionnante série de genes et sont donc trés riches en

métabolites et en protéines qui conférent a la fois des propriétés bénéfiques ou tres toxiques.

Parmi les protéines qui ont été purifiées a partir de champignons on peut trouver des protéines
antifongiques, des ribonucléases, des protéines de type ubiquitine, des lectines, des cellulases,
des xylanases, des laccases, des invertases et des tréhalose phosphorylases (Ng 2004).
L’intérét montré dans les dernieres années pour les lectines de champignons est
principalement motivé par la découverte que certaines lectines ont des propriétés
pharmacologiques intéressantes comme par exemple la stimulation du systéme immunitaire,
contre I’hypertension et contre I’hypercholestérolémie mais aussi antivirales et
anticancéreuses (She 1998; Sze 2004). L’abondance de lectines dans les champignons est tout
a fait remarquable et un test d’agglutination conduit sur plus de 400 spécimens a permis
d’identifier la présence de lectines dans la moitié des champignons analysés (Pemberton
1994).

2.7.1 Caracteéristiques

Les lectines de champignon qui ont été purifiées et caractérisées jusqu’a aujourd’hui montrent
des caractéristiques tres variables, soit en terme de taille (12-190 kD), soit en terme de
structure primaire, de glycosylation, de nombre des sous-unités (1-8) et de structure
tridimensionnelle. La spécificité pour les sucres est aussi tres variable et les ligands reconnus
par ces lectines sont soit de simples monosaccharides, soit des structures plus complexes

comme des oligosaccharides ou des glycoprotéines.
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De plus, les lectines de champignon sont des outils intéressants pour la glycobiologie et ont
trouvé des applications dans les études taxonomiques, embryologiques et bactériologiques,
dans le fractionnement des glycoconjugués, des cellules, etc. Cependant, malgré I’intérét
montré dans ces derniéres années qui a conduit a I’isolation de nombreuses lectines, la

connaissance de ces protéines reste encore tres limitée.

2.7.2 Roles

En ce qui concerne les roles biologiques, différentes hypothéses ont été avancées (Guillot
1997). Elles joueraient probablement un réle important dans la période de dormance, dans la
croissance et la morphogenése du corps fructifere ou comme protéines de défense
immunitaire. Chez les saprophytes, les lectines pourraient avoir un réle dans la
reconnaissance des substrats nutritifs. Par contre, chez les champignons qui adoptent un mode
de vie parasitaire ou symbiotique avec d’autres organismes, les lectines sont probablement
impliquées dans les processus de reconnaissance de I’h6te ou dans les premieres étapes de la
mycorrhization (Giollant 1993).

2.7.3 Lectines connues

Les informations disponibles dans la littérature sur la structure tridimensionnelle sont encore
limitées, comme on peut le voir dans le tableau 2.5 et dans la Fig. 2.11. En fait, la premiére
structure cristalline d’une lectine de champignon a été résolue seulement en 2003 par I’équipe
de glycobiologie moléculaire du CERMAV. La lectine AAL extraite du champignon Aleuria
aurantia est spécifique pour le fucose et montre une structure du type p-propeller a six lames
(Wimmerova 2003). La lectine de Flammulina velutipes (Fve) fait partie d’une nouvelle
classe de lectines fongiques a activité immunomodulatrice (FIP). Cette protéine montre un
intéressant repliement de type fibronectin 111 mais son site de reconnaissance n’a pas pu étre
caracterisé (Paaventham 2003). La lectine de Xerocomus chrysenteron (XCL) et la lectine
d’Agaricus bisporus (ABL), le champignon de paris, montrent un repliement similaire a celui
d’une classe de toxines, le actinoporines (Birck 2004; Carrizzo 2005). En outre ABL est bien
connue pour sa remarquable activité anticancéreuse (Yu 1993). La résolution de la structure
de GCL2, la lectine de Coprinus cinerea (Walser 2004), puis la lectine d’Agrocybe
cylindracea (Ban 2005) a montré pour la premiére fois que le repliement du type galectine
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n’est pas une caractéristique exclusive des lectines animales. Un dernier exemple est la lectine
toxique du champignon parasite Laetiporus sulphureus (LSL) qui montre un CRD du type
trefle similaire a la ricine B, associé a un domaine hydrophobe bien conservé dans toutes les
protéines de la famille de I’aerolysine (Mancheno 2005). On peut noter que le Protein Data
Bank contient d’autres structures de lectines de champignons récemment déposées qui vont
étre bientot disponibles et qui sont extraites d’Agrocybe aegerita, de Sclerotum rolsfii et de

Psathyrella velutina, qui fait notamment I’objet du huitieme chapitre de cette these.

Tableau 2.5 Lectines de champignons connues

Mushroom Year Specificity Fold, characteristics
Aleria arantia (AAL) 2003 Fucose B-propeller & 6 lames
Flammulina velutipes (FVL) 2003 Domaine fibronectin FNIII
Xerocomus chrysenteron (XCL) 2004 Gal/GalNAc Domaine similaire aux actinoporines
Coprineus cinerea (CGL2) 2004 Gal Galectine
Agrocibe cylindracea (ACG) 2005 Gal Galectine
Agaricus bisporus (ABL) 2005 T-antigen Domaine similaire aux actinoporines
Laetiporus sulphureus (LSL) 2005 LacNAc Un domaine ricine et un domaine type pore
Psathyrella velutina (PVL) 2006  GICNAC/NeuNAc B-propeller a 7 lames
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Aleuria aurantia lectin (pdb 1ofz) Xerocomus chrysenteron (pdb 1xio)

Figure 2.11 Exemple de structures de lectines de champignons
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3. Meéthodes expérimentales

Chapitre 3

Méthodes expérimentales

3.1 Ciristallographie

La cristallographie aux rayons X est sans doute la méthode d’analyse structurale la plus
puissante dans 1’¢lucidation de structures tridimensionnelles de molécules et macromolécules
biologiques. L’application de la cristallographie a 1I’étude structurale des macromolécules, et
plus particulierement des protéines, doit sa naissance aux études de Max Perutz et John
Kendrew qui ont obtenu le prix Nobel en physique et en biologie pour leur travail sur la
détermination de la structure tridimensionnelle de 1’hémoglobine et de la myoglobine. De
1959 a nos jours, la biologie structurale a considérablement progressé. L’augmentation du
pouvoir de calcul des ordinateurs, la facilit¢ d’accés au rayonnement synchrotron et surtout
les découvertes majeures de la biologie moléculaire ont contribué a faire de la cristallographie
la technique de pointe pour 1’étude structurale des biomolécules. Il suffit de regarder
I’augmentation du nombre de structures dans la banque de données PDB pour apprécier ce
petit « miracle de la science ».

Cependant, les bases théoriques de cette méthode mais aussi certaines difficultés rencontrées
n’ont pas changé, méme si aujourd’hui la résolution d’une nouvelle structure pose beaucoup
moins de problémes techniques qu’il y a 30 ans. Plus particuliérement, la cristallisation d’une
macromolécule reléve encore de méthodes d’essai-erreur qui incluent parfois certaines
conditions expérimentales trés difficiles a contrdler (chance du néophyte, bonne humeur de la
protéine ou du matériel utilisé, etc...). Une fois que la protéine a été cristallisée, le probleme
du phasage est la deuxiéme difficulté a résoudre et on verra plus tard les différentes

techniques qui ont été développées.
3.1.1 Cristallisation

Un cristal de macromolécule et un cristal de sel sont constitués de la méme fagon : un
arrangement périodique des atomes dans I’espace. Cependant, les cristaux macromoléculaires
sont généralement beaucoup moins « denses » car plus riches en solvant et moins ordonnés :
les macromolécules ont toutes un certain degré de flexibilité. En définitive, un cristal de
protéine (ou d’oligosaccharide) est beaucoup plus difficile a faire croitre qu’un cristal de
petite molécule. La technique la plus utilisée est appelée la diffusion de vapeur et consiste a
mélanger la solution de protéine avec une solution précipitante (sels, solvants organiques,
polymeres, etc.) et de sceller une goutte (4-10 pL) dans un compartiment contenant une

grande quantité¢ (0.5-1 mL) de solution précipitante pure (Fig. 3.1). Dans le processus
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d’équilibration qui va s’instaurer, 1’eau passe de la goutte a la solution concentrée et donc la
concentration de protéine dans la goutte augmente jusqu’a ce qu’elle atteigne un certain
niveau appelé sursaturation. A ce moment, et seulement si les autres conditions dans la goutte
sont favorables (pH, concentration en sel, température, présence de molécules stabilisantes,
etc...) on peut observer ’apparition des premiers cristaux. Etant donné qu’un cristal est une
structure trés ordonnée, on peut comprendre que pour que sa croissance soit favorisée,
I’homogénéité (taille et forme des macromolécules) de 1’échantillon de départ est un

parametre trés important.

/\ Figure 3.1

—/ A gauche: la technique de hanging drop (goutte pendante) est la plus
T utilisée et se base sur le principe décrit dans le texte.

En bas a gauche: trés jolis cristaux de lectine CV-IIL photographiés dans

"\ une goutte.

N~
/-'

Cet appareil permet d’essayer 300 conditions différentes de cristallisation
avec seulement 100uL d’échantillon.

v En bas: le nanorobot de cristallisation installé a 'EMBL-PSB, Grenoble.

La maille élémentaire est le plus petit volume qui translaté dans les trois directions de
I’espace (a distances multiples de a,b et ¢, qui sont les paramétres de maille) génére un cristal
entier. L ‘unité asymétrique est la plus petite unité moléculaire (une molécule ou un groupe de
molécules) qui suite a I’application d’opérations de symétrie (définis par le groupe d’espace
du cristal) permet d’obtenir la maille élémentaire. Comme les macromolécules sont des
molécules chirales, les ¢léments de symétrie qui comportent un centre d’inversion ou un

miroir ne peuvent étre appliqués.

3.1.2 Collection des donnés

Quand un cristal est placé dans un faisceau de rayons X, la densité électronique de chaque

atome du cristal interagit avec la radiation en la diffusant dans toutes les directions de
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I’espace. C’est la présence du réseau cristallin qui amplifie la radiation seulement dans
certaines directions et donne naissance au diagramme de diffraction caractéristique. Les bases
mathématiques et géométriques du processus de diffraction (Fig. 3.2) ont été formulées par

Bragg, Laue et Ewald au début du siecle.

2dsinO=nAi

La loi de Bragg exprime 1’angle de réflexion © qui est

/ fonction de la longueur d’onde A et de I’indice entier n.

Gauche : Des plans paralléles (le plans de Bragg) coupent le

2,1 cristal dans toutes les directions. Chaque réflexion est

N identifiée avec les indices de Miller (k,h,l) qui dérivent du

6,2 \ \ nom du' group de plans dont elle a été générée. Le vecteurs
21 perpendlcula_lres a 'chaque plans (_ie Bragg et ayant une

\ N longueur qui est /’inverse de la distance entre deux plans

6.2 consécutifs sont nommés vecteurs réciproques. L’ensemble

de ces vecteur, qui ont tous la méme origine commun (voir la
Spheére d’Ewald), défini le réseau réciproque.

Rayon
diffracté

Réseau
réciproque

Rayon incident

N
>

Origine du réseau
réciproque

Au dessus : La diffraction selon Ewald. Le cristal est placé au centre
d’une sphére de rayon 1/ A et tourné, ce qui est équivaut a tourner le
réseau réciproque qui a son origine sur l’intersection de la sphére
avec le rayon incident. Quand un point sur le réseau réciproque croise
la sphére d’Ewald le rayon est diffracté d’un I’angle 26, qui peut
varier de 0 a 2m. Dans une expérience réelle des centaines de
réflexions croisent la sphére d’Ewald et sont mesurées a chaque
instant. Les images de diffraction générées sont de véritables
« tranches » du diagramme tridimensionnel de diffraction.

Figure 3.2 Bases géométriques de la diffraction

Le cristal est tourné autour d’un axe généralement perpendiculaire au faisceau de rayons X et
les rayons diffractés sont collectés sur un détecteur qui est de nos jours principalement une
camera CCD capable d’enregistrer un grand nombre de taches dans un temps d’acquisition

trés court. Chaque « image » correspond a une rotation de 0.2-1° degré et peut étre considérée
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comme une « tranche » de 1’espace réciproque. Sur une ligne de lumiére d’un synchrotron de
troisieme génération (comme I’ESRF) le temps d’acquisition pour une image est de I’ordre de
quelques secondes. La position d’une réflexion contient les informations sur la géométrie du
groupe d’espace et la maille du cristal tandis que l'intensit¢é mesurée / dépend de la
distribution de la densité électronique dans I'unité asymétrique. Les images sont analysées a
I’aide de programmes informatiques tels que Mosflm (Leslie 1992) ou Denzo (Otwinowski
1997) qui permettent d’attribuer a chaque réflexion ses indices de Miller (h)k,l) et son
intensité / associée avec une erreur expérimentale ol. Toutes les réflexions sont ensuite
intégrées par le logiciel, les intensités / sont mises a la méme échelle et converties en facteurs

de structure observés F.

De par la présence des opérations de symétrie dans le cristal quelques réflexions seront reliées
par symétrie et auront donc la méme intensité de diffraction. Les informations nécessaires sur
la distribution de la densité électronique dans le cristal seront alors contenues dans un plus
petit nombre des réflexions appelées uniques. La complétude est le pourcentage de réflexions
uniques mesurées. Le rapport entre les réflexions totales et les réflexions uniques donne la
multiplicite. Un troisiéme parameétre est le rapport entre 1’intensité d’une réflexion et son
erreur, I/cl. Ces trois grandeurs, avec la résolution maximale obtenue, sont les parametres les

plus importants pour évaluer la qualité¢ d’un jeu de données expérimentales.
3.1.3 Le phasage

Le concept central de toute la théorie de la diffraction est que le facteur de structure est la
transformée de Fourier de la distribution de la densité ¢lectronique dans le cristal. De par les
propriétés d’une transformée de Fourier, le contraire est également vrai, c’est a dire que la
densité électronique est la transformée de Fourier du facteur de structure. Plus précisément,
pour calculer la densité électronique en un point du cristal xyz on doit sommer la contribution
de toutes les ondes diffractées par les plans 4kl (dont les amplitudes dépendent du nombre

d’¢électrons dans chaque plan), additionnées en prenant en compte la relation de phase:

1 : .
p(xyz) = ;Z|Fhkl|exp(lahkl )exp[— 2mi(hx +ky + IZ)]

hkl

Or, pendant une collecte de données de diffraction on peut mesurer I’amplitude de chaque
réflexion Fj, mais pas sa phase correspondante oy, qui est perdue invariablement pendant
I’expérience de diffraction. En fait, au contraire de la lumiére visible qui peut étre focalisée

indéfiniment avec des lentilles, il n’y a aucun moyen (au moins pas encore) de recombiner
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I’intensité et la phase d’un rayon X diffracté. Différentes méthodes pour résoudre ce probléeme

de la phase ont été développées et seront décrites dans les prochains paragraphes.
3.1.3.1 La méthode de Patterson

Une équation trés utile est la fonction de Patterson, définie par :

P(uvw)= 1 Fou ’ cos[2m (hx + ky + Iz)]
V

hkl

Le résultat de cette synthese de Fourier est une carte de densité électronique un peu spéciale.
Les pics qu’on voit dans la carte de Patterson représentent tous les vecteurs inter-atomiques
qui peuvent &tre tracés entre les atomes de la maille réelle. Exemple : si dans la maille réelle il
y a deux atomes séparés par un vecteur r(u,v,w), dans la carte de Patterson on aura la présence
de deux pics, I’un a (u,v,w) et ’autre a (-u,-v,-w). Pour de petites structures il est possible de
« déchiffrer » la carte de Patterson et remonter aux positions atomiques réelles. Pour des
structures de protéines, ceci est pratiquement impossible mais on verra plus tard que la
méthode de Patterson est d’importance fondamentale dans les différentes méthodes de

phasage et dans le remplacement moléculaire.
3.1.3.2 Les méthodes directes

Une énorme quantité de travail a été effectuée pendant les années 50 et 60 pour résoudre ab
initio le probléme de la phase, c’est a dire sans la connaissance d’aucun autre parametre sauf
les intensités expérimentalement mesurées. Ces études ont amené le Prix Nobel a Karl et
Hauptmann (mais malheureusement pas a Isabella Karl). Cette méthode, qui a été développé
pour la résolution de cristaux moléculaires est applicable a condition que la résolution soit au
moins de 1.0 A. L application a la cristallographie des macromolécules est donc limitée mais
néanmoins quelques structures de protéines ont été résolues avec des logiciels comme Shake-
and-Bake (Rappleye 2002), SIR2004 (Burla 2005) ou Acorn (Foadi 2000).

3.1.3.3 Leremplacement isomorphe

Historiquement, la premiere méthode de phasage de novo a étre appliquée en cristallographie
des protéines fut le remplacement isomorphe (Fig. 3.3). Cette méthode, déja connue dans la
cristallographie des petites molécules, consiste a insérer dans le cristal natif un atome « lourd»
qui peut modifier les intensités d une fagon détectable. La condition importante a 1’application

de cette méthode est que le cristal dérivé conserve son groupe d’espace et ses dimensions de
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maille. Malgré les difficultés techniques de cette méthode qui oblige a tester des dizaines,
parfois des centaines d’atomes lourds, le remplacement isomorphe est toujours une méthode

de phasage tres utilisée.

3.1.3.4 La diffusion anomale

Cette méthode de phasage utilise la propriété de certains atomes qui possedent une diffusion
« anomale » quand ils sont irradiés par un faisceau X avec une longueur d’onde qui est proche
de I’énergie du seuil d’absorption de ’atome. Cette diffusion anomale dépend du fait que les
¢lectrons des atomes ne sont pas « fixes » mais libres d’osciller et de se déplacer (en énergie),
donnant origine aux oscillations typiques qu’on peut voir dans les courbes d’absorption.
Comme on peut le voir dans la Fig. 3.3 le facteur atomique fanom de diffusion d’un électron lié

se compose de trois parties :

fanom |F (k.1 1 = |F (= h,—~k,~1 )| Sans signal anomale

|\F(h,k,1)#|F(=h~k,~I)  Avec signal anomale

firee f

Figure 3.3 Facteur de diffusion pour un électron fixe

Une partie f.. qui est le facteur de diffusion pour un électron libre, une partie f/ qui est « en
phase » avec la fj.. est une partie f°’ dont la phase est toujours retardée de 90°. Dans les
méthodes SAD (Single Anomalous Dispersion) et MAD (Multiwavelenght Anomalous
Dispersion) on utilise la propriété du signal anomal de violer la loi de Friedel qui dit que les
valeurs absolues des facteurs de structure pour les réflexions reliées par symétrie sont
identiques (Fig. 3.4). Les atomes les plus fréquemment utilisés sont le sélénium, incorporé
dans une protéine recombinante comme séléniomethionine, le souffre (phasage /long-
wavelenght), le brome, le xénon, les métaux de transition et surtout les lanthanides, qui ont un
puissant signal anomal. En pratique, presque tous les atomes a partir du souffre peuvent étre
utilisés, a condition de disposer d’une ligne de lumiére capable d’atteindre une longueur
d’onde proche du seuil d’absorption de I’atome. Les méthodes décrites ci-dessus peuvent
aussi étre utilisées ensemble comme pour exemple dans le SIRAS (Single Isomorphous

Replacement with Anomalous Dispersion).
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Fy

Fpy

ap
OpH

La méthode SIR

Les amplitudes de la substructure sont calculées avec la :
|FH| = |FPH| _‘Fp‘

Les positions des atomes lourds sont déterminées avec les
méthodes directes ou avec une synthése de Patterson.

Les phases de la protéine sont déterminées avec la formule du

cosinus :

— -1 2
Op = oy +Cos [(FPH

Cette équation donne deux solutions symétriques pour la o,
(voir en bas dans la construction de Harker) on a donc un

probléme d’ambiguité de phase.

—F}-F,})IF,F,)

La méthode MIR

La solution pour résoudre I’ambiguité de la phase est d’utiliser un
deuxiéme dérivé (vecteur bleu a droite). De cette fagon, les probabilités
de phase pour chaque dérivé se renforcent pour donner une probabilité
de phase finale unimodale.

La méthode SAD

Dans la méthode SAD, le cristal est mesuré a une seule longueur
d’onde qui généralement est celle ou la composante anomale f” est
maximale. Dans la figure a droite on peut voir que la loi de Friedel pour
la Fpy (en dessus et en dessous du diagramme) n’est plus respectée,
c’est a dire que la |[Fpy(+)| n’est plus égale a la |[Fpy(+)|. Les différences
AlF|mo entre les réflexions liés par symétrie (paires de Friedel) sont
calculée avec :

ano UFPH (+)| _|FPH(_)|]%

et ensuite utilisées dans un synthése de Patterson pour déterminer les
positions des atomes anomaux.

AlF

On peut donc comprendre que la contribution du signal anomal au
facteur de structure est essentiel et doit étre mesurée avec une grande
précision pour que la methode soit utilisable avec succes. Il est donc
nécessaire de mesurer un jeu de donnés de haute qualité. La complétude
et la multiplicité sont particuliérement importantes et doivent étre les
plus élevées possibles.

La méthode MAD

Dans la méthode MAD on mesure le cristal a plusieurs longueurs
d’onde différentes, ce qui est équivalent a disposer des plusieurs
cristaux « dérivés ». La contribution anomale se somme avec la
contribution normale pour donner, en analogie avec la methode MIR,
une probabilité de phase encore plus unimodale.

Fry
Fu v,
Fp(1)
Fp(

A I3

Fp(+)

Fpu(+)
Fpu(-)
Fp(-) o

A

Figure 3.4 Techniques de phasage de macromolécules
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Souvent, bien qu’une nouvelle structure ait été¢ phasée, la densité électronique expérimentale
n’est pas de qualité suffisante (peu de contraste entre le solvant et la protéine, manque de
détail ou zones vides) pour tracer un premier modele de la chaine peptidique. Il est donc dans
I’intérét du cristallographe d’améliorer la densité observée par une procédure appelée density
modification. Dans cette procédure itérative la densité électronique est améliorée par
’utilisation d’algorithmes complexes dont les plus utilisés sont ’aplatissement de solvant
(solvent flattening) et le non-crystallographic symmetry averaging. Ces procédures sont
particulierement efficaces avec la méthode SAD et aussi quand le cristal présente un bon

pourcentage de solvant et une symétrie élevée.

3.1.3.5 L’utilisation de sucres modifiés dans le phasage des lectines

Une nouvelle méthode est basée sur I'utilisation de molécules organiques contenant un atome
lourd qui peuvent étre co-cristallisées ou insérées dans un cristal natif par trempage. Dans le
cas particulier des lectines, il est possible de modifier chimiquement ad-hoc le sucre
naturellement reconnu. Cette technique a été proposée par le groupe de Loris et al., qui a
utilis€é un sélénio-dérivé, le 2-acétamido-2-déoxy-1-séléno-f-D-glucopyranoside (B-Me-
SeGlcNAc), pour phaser en MAD la structure de 1’adhésine fimbriale F17-G (Buts 2003). La
lectine RSL (paragraphe 2.5.3) a été résolue par la méthode SAD avec un sélénio-derivé du
fucose, le méthyl 1-séléno-a-L-fucoside (Kostlanova 2005) et récemment la structure de la
lectine de Parkia platycephala a été résolue en MAD avec un dérivé halogéné du mannose, le
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-mannopyranoside (Gallego del Sol 2005). Un ligand séléni¢
a également ¢été utilisé dans le huitiéme chapitre pour la résolution de la lectine fongique de

Psathyrella velutina.

OH SeCHj OH
o] o o]
HO HsC o HO OH
HO SeCHy HO cl
NHCOCHj . 3 .
2-acetamido-2-dideoxy-1-selenio methyl 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-o ‘ ‘

-B-D-glucopyranoside 1-seleno-a-L-fuco -D-mannopyranoside N

piranoside H

Figure 3.5 Sucres modifiés utilisés dans le phasage de lectines

Cette méthode est trés élégante car avec une seule expérience on peut phaser une structure
mais aussi obtenir des informations sur le mécanisme de reconnaissance dans le site de
liaison. Un deuxieéme avantage est que les sucres modifiés en position anomere se fixent
généralement tres bien a la lectine et donc peuvent étre co-cristallisés. Dans les cas ou la co-

cristallisation est impossible on peut essayer le trempage qui ne nécessite qu’une faible
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concentration de ligand. L’avantage est bien évidemment que dans la majorité des cas le
cristal trempé garde ses propriétés, sa maille et ses limites de diffraction. Il faut cependant
noter que les monosaccharides modifiés ne sont pas actuellement disponibles

commercialement et que leur synthése demande 1’expertise d’un chimiste des sucres.
3.1.3.6 Le remplacement moléculaire

La derniére technique de phasage est le remplacement moléculaire (MR). Cette méthode n’est
pas une technique de novo mais est conditionnée par la disponibilit¢ de la structure
(cristalline, RMN ou mod¢lisée) d’une protéine qui a une forte probabilité d’adopter un
repliement similaire & celui de la protéine étudi¢e. En terme de similarit¢ de séquence entre
les deux protéines, 1’application du MR a quelques chances de succés si 1’identité est au
moins de 25-30%, mais il peut y avoir des exceptions. La structure utilisée comme modele est
d’abord placée dans la nouvelle maille par une fonction de rotation (c¢’est une méthode de
Patterson) et une fois que les orientations « favorables » ont été trouvées, elles sont soumises
a une fonction de translation, qui essaye de placer la (ou les) molécule(s) correctement
orientée(s) dans la maille. Les logiciels disponibles aujourd’hui utilisent des fonctions de
recherche automatique de plus en plus puissantes (voir Phaser) et ne nécessitent généralement

qu’une intervention minime de la part de I’utilisateur.
3.1.4 Affinement et validation

Une fois que la structure a été phasée et qu’un premier modele est disponible, 1’étape suivante
est I’affinement des positions atomiques. Le but est de minimiser les différences entre le
facteur de structure calculé (F.4.) et le facteur de structure observé (F,p) en tenant compte
des restrictions structurales et géométriques (longueurs, angles de liaison, torsions, etc.) qui
sont introduites par la nature moléculaire du modele. La fonction a minimiser (target

function) peut €tre exprimée comme une somme pondérée de déviations/différences :

S = > W (hki \F,,, (hki)~k

hkl

F cale (h kl M )2

ou ket W sont deux facteurs d’échelle. Les logiciels modernes d’affinement, comme Refmac
(Murshudov 1997), ont adopté un nouveau modele de type statistique nommé le maximum
likelihood (ML) qui a remplacé la formule des moindre carrés (LS). Dans le ML, la valeur a
maximiser est la probabilite que le facteur de structure observé F,, soit en accord avec le
modele le tout tenant compte des erreurs qui affectent les intensités mesurées et le modéele. La

fonction ML est beaucoup plus puissante dans 1’affinement de structures macromoléculaires

47



3. Me¢éthodes expérimentales

car surtout en début d’affinement le modele n’est pas complet et peut contenir des erreurs
macroscopiques. Pour chaque atome dans la structure, les parametres qui interviennent dans le
processus d’affinement sont le type d’atome, ses coordonnés dans 1’espace (xyz), son facteur
d’agitation thermique B et son occupation. Le facteur d’accord cristallographique R indique

la progression de ’affinement de la structure. Ce paramétre est défini par 1’équation suivante:

2

R = il

F (hkD)| ~ k

2

hkl

F, . (hkeD)

Fy, (kD)

Pour une structure correctement affinée a 2.0 A, R devrait se situer en dessous de 20%. Des
valeurs autour de 15% sont optimales et peuvent é&tre dépassées avec des structures
correctement affinées a haute, voire trés haute résolution. Pratiquement, les erreurs
macroscopiques du modele sont toujours corrigés « a la main » par le cristallographe qui
dispose pour cela de logiciels de modélisation moléculaire comme Turbo-Frodo, O (Jones,
Zou et al. 1991) et plus récemment Coot (Emsley and Cowtan 2004).

La validation des modeles affinés est effectuée avec des logiciels tels que Whatif (Vriend
1990) qui analysent tous les paramétres structuraux comme les longueurs et angles de liaison,
les torsions, la géométrie des chaines latérales et le réseau de liaisons hydrogene. Tous les

parametres recueillis sont confrontés avec les valeurs standards des structures de protéines.

3.2 Analyse conformationelle des oligosaccharides

On a déja vu dans le premier chapitre quels sont les facteurs qui déterminent la structure
tridimensionnelle des glucides et plus particulielement des oligosaccharides. L’analyse
conformationnelle d’un oligosaccharide (ou glycanne) complexe s’effectue par étapes. Il faut
d’abord identifier les liaisons entre les monosaccharides qui composent la structure et
analyser la surface d’énergie potentielle de chaque liaison glycosidique. La connaissance des
conformations de plus basse énergie pour chaque fragment disaccharidique permet de
construire un modele (ou plusieurs) de la structure globale de la molécule dans une
conformation de basse énergie. Ces modeles serviront de structures de départ pour 1’analyse
de la surface d’énergie potentielle a n-dimensions. La dernicre étape est la génération des

famille des conformations de basse énergie et I’analyse des résultats.
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3.2.1 Champs de force pour les glucides

Les difficultés principales dans I’analyse conformationelle des glucides sont la taille des
structures a modéliser (souvent plusieurs centaines d’atomes), la présence d’effets particuliers
(effet exo-anomérique et réseaux de liaisons hydrogeéne) et I’existence de plusieurs minima
énergétiques. Les méthodes quantiques ab-initio donnent de bons résultats mais elles sont
généralement limitées a 1’analyse de petites molécules. Les méthodes semi-empiriques sont
de¢ méthodes ab-initio trés simplifiées. Le désavantage est qu’elles nécessitent un trés bon
ensemble de paramétres et ne donnent pas de résultaté satisfaisants avec les sucres. Les
méthodes de mécanique moléculaire (MM) sont les plus simples et permettent d’analyser de
trés grandes structures. Contrairement a la mécanique quantique (utilisée par les méthodes ab
initio et semi-empiriques), la MM utilise les lois de la physique classique pour analyser les
forces entre les atomes. La fonction d’énergie potentielle & minimiser dans un champ de force

MM est définie comme une somme de différentes contributions énergétiques :

Epot :ZEbnd + zEang +2Emr + ZEoop + ZEnb + ZEel

ou Epuq et Eqyg sont les énergies de déformation pour la longueur et I’angle de liaison, et sont
généralement traités par une fonction harmonique. E,, est ’énergie de la déformation des
angles de torsion et E,,, est I’énergie pour les déformations out-of-plane. E,, prend en compte
les interactions nonliées et E,; et le terme pour 1’énergie d’interaction électrostatique (forces
de Coulomb). Contrairement aux méthodes ab-initio, la mécanique moléculaire est utilisable
pour calculer les propriétés moléculaires qui ne dépendent pas des effets €lectroniques, qui ne
sont pas pris en compte par les champs de force MM classiques. Malheureusement, 1’effet
exo-anomérique est un effet stereo-électronique qui a des conséquences importantes sur la
conformation des sucres, notamment sur la géométrie de la liaison glycosidique. Il faut donc
soit utiliser un champ de force incluant une correction pour I’effet exo-anomérique qui
reproduise bien les conformations des sucres tel que MM3 (Allinger 1989), soit ajouter des
parametres énergétiques optimisés pour les sucres, comme cela a été fait pour les champs de
force CHARMM, Amber ou autres (Imberty and Pérez 2000).

3.2.2 Calcul de cartes adiabatiques avec MM3
La surface d’énergie potentielle d’un disaccharide peut étre représentée sur une carte
d’énergie ®, YW, tel que présentée dans le premier chapitre. Des cartes appelées

« adiabatiques » sont calculées prenant en compte toutes les orientations possibles pour les

groupements exocycliques de chaque monosaccharide. Pour le groupement hydroxyméthyle,
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trois conformations (g¢, gg, tg) sont prises en compte et les hydroxyles secondaires sont
modélisés dans deux orientation différentes (clock- et anticlock-wise). Pour une liaison simple
de type 1-2, 1-3 ou 1-4 entre deux pyranoses, 36 cartes différentes doivent étre calculées. Pour
une liaison 1-6, 1’angle de torsion ® autour de la liaison C5-C6 doit €tre aussi pris en compte.
Les angles de torsion glycosidique @ et ¥ sont variés par incrémentation de 10 a 20° et a
chaque orientation la structure enticre est relaxée (a 1’exception de 1’orientation des angles de
torsion) et son €nergie est minimisée. Avec un incrément angulaire de 15°, on peut calculer
que le nombre de structures a minimiser s’¢léve a 207360. A la fin, toutes les cartes calculées
sont assemblées dans une carte globale, sur laquelle figure pour chaque conformation @ et 'V,
I’énergie la plus faible trouvée parmi 1’ensemble des conformations calculées. Cette
procédure présente 1’avantage de surmonter le probleme du a I’existence de plusieurs minima
d’énergie tout en prenant en considération tous les niveaux de flexibilité conformationelle

autour des liaisons glycosidiques.

3.2.3 Exploration de la surface multidimensionnelle : la methode SCD

L’application de cette méthode de recherche exhaustive ne peut étre envisagée que pour
I’étude de structures oligosaccharidiques de complexit¢é moyenne. Dans les cas des
oligosaccharides complexes (plus de 15 résidus) le nombre de parameétres structuraux devient
trop important, et la méthode précédente ne peut étre appliquée, méme si 1’on dispose de
moyens de calcul importants. Dans le cas particulier des oligosaccharides, la liberté
conformationelle est limitée par la présence des liaisons glycosidiques et par les autres
interactions qui peuvent s’instaurer entre deux parties différentes de la molécule. Une
méthode qui s’est révélée extrémement puissante dans 1’analyse de glucides complexes est la
Single Coordinate Driving (SCD) implémentée dans le logiciel CICADA (Koca 1998). Cette
méthode de recherche n’analyse pas toute la surface d’énergie potentielle mais est au contraire
optimisée pour la recherche « active » des minima d’énergie. Les avantages de cette méthode
sont nombreux: le temps du calcul dépend du nombre de degrés de libert¢ de fagon
polynomiale et ne croit pas de maniére exponentielle comme dans la méthode grid search.
Tous les chemins d’interconversion entre les différentes familles de conformations sont
explorés. Enfin, 1’algorithme de recherche consacre la majeure partie du temps du calcul a
I’exploration des zones de basse énergie. (Fig. 3.6) Tout ceci permet une exploration réaliste

et efficace de I’espace conformationel, pour des temps de calculs qui restent raisonnables.
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Figure 3.6 Exploration de la surface d’énergie potentielle d’un disaccharide avec la méthode SCD

3.3 Thermodynamique des interactions : microcalorimétrie de titration
ITC)

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), il
convient de citer la microcalorimétric de titration isotherme (Isothermal Titration
Calorimetry). Cette méthode est la seule qui permette d’obtenir tous les paramétres
caractérisant 1’interaction en une seule expérience, et plus particulierement la constante
d’affinité (K,), la steechiométrie d’interaction (n) ainsi que les contributions enthalpique (AH)

et entropiques (TAS).

3.3.1 Le microcalorimétre et la technique

Le microcalorimétre (Fig. 3.7) contient deux cellules isolées de I’environnement externe par
une enceinte adiabatique qui est maintenue a température constante pendant le temps de la

titration. La premiére cellule, dite de référence, contient seulement du tampon. La protéine (ou

la molécule a étudier) est placée dans la deuxiéme cellule, dite de mesure.
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-=—— Ligand in syringe

| L
Jacket cell —— ==
Bufferin —— — Receptor in cell
reference cell

Power feedback maintains
constant temperature in both cells

Figure 3.7 Microcalorimétre Microcal VP-ITC (gauche) et chemin de fonctionnement (droite)

Grace a une seringue, on rajoute a intervalles réguliers des aliquotes de ligand (sucre ou autre)
jusqu’a saturation de la solution de protéine. A chaque injection, I’interaction entre les deux
molécules s’accompagne d’un dégagement ou d’une absorption de chaleur (réaction
exothermique ou endothermique) qui entraine une variation de la température de la cellule de
mesure. Dans le but de rétablir la méme température entre les deux cellules, 1’appareil
applique un signal électrique et c’est celui-ci qui est mesuré par le calorimetre. La puissance

fournie (pcal/sec) est mesurée en fonction du temps, puis intégrée. (Fig. 3.8)

Fin de la titration
) ) Tous les sites sont occupés
Time (min) On mesure seulement une enthalpie de dilution

0 30 60 90 120
) ! ’ ! i ! i ! T T T v T g T T T

Affinité

Enthalpie

pcallsec

Stoechiométrie

Point équivalent
La chaleur dégagée [diminue

6.0 1 a chagque injection ] 1 ;
- 10— T T T T y T T T
0.0 05 1.0 15 20

Début de la titration Molar Ratio
grand pics — beaucoup de complexe se forme a chaque injection
méme hauteur — virtuellement toutes les molécules de ligand se lient au récepteur

kcal/mole of injectant

Figure 3.8 Données microcalorimétriques brutes (gauche), intégrées puis « fittées » avec la courbe sigmoide
(droite)
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Au début de la titration, des quantités importantes de chaleur sont dégagées, indiquant la
formation du complexe protéine-ligand. Par contre, vers la fin de la titration tous les sites de
liaison sont désormais occupés et chaque ajout de ligand a comme seule conséquence sa
dilution dans la cellule de mesure. La variation d’enthalpie AH, la constante d’association K,
et la stcechiométrie n peuvent étre déterminées avec un ajustement non-linéaire de la courbe
expérimentale utilisant un modele approprié¢ (Wiseman 1989). Pour une stecechiométrie simple

de type 1:1 I’équation utilisée est la suivante :

dQ _AHV,|, . 1-[x],/[M], -n/K,[M],
dlx], 2 Ja+[x] /M) +nrk M), —4[x] /[M]

t

Dans cette équation, [X]; et [M]; sont respectivement les concentrations totales du ligand et de
la protéine, V, est le volume effectif de la cellule de mesure et dQ est le différentiel de la
quantité de chaleur échangée, calculée a chaque pointe de la courbe de titration.

La variation d’énergie libre AG” et la contribution entropique TAS® sont calculées suivant :

AG°=—-RTInK, = AH —TAS®

L’enthalpie AH® influence directement I’amplitude de la courbe, tandis que la position du
point d’inflexion donne la steechiométrie n (Fig. 3.8). Par contre, la forme générale de la

courbe dépend du parametre de Wiseman c¢ qui est défini comme :
c=n[M]K,

ou n[M] représente la « concentration initiale de sites de liaison » en solution. Pour des
valeurs de ¢ supérieures a 10, la courbe montre une forme sigmoidale, qui est nécessaire pour
une détermination optimale des parametres thermodynamiques. En pratique ¢ doit étre
compris entre 10 et 100 car des valeurs supérieures générent des courbes ayant une pente trop
¢levée, ne permettant pas de mesurer Ka. On peut calculer que pour des valeurs de K, de
’ordre de 10* M (typiques des interactions lectine-sucre) une concentration initiale de
protéine de ImM est requise pour que c¢ soit égal a 10. Pour une protéine de taille moyenne
(20 kD) ceci équivaut a une solution a 20 mg/ml, concentration limite pour la solubilité d’une
grande majorité des protéines. La grande quantit¢ de récepteur nécessaire est donc la

principale limitation de cette méthode pour I’étude des interactions lectine-sucre.
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Si on dispose d’une quantité suffisante de récepteur pour effectuer plusieurs titrations a
différentes températures, on peut envisager d’analyser la variation de la capacité calorifique

ACp en fonction de la température. ACp est reliée a I’enthalpie par 1’équation :

(%) _AC,
or ),

ACp est un parametre trés important qui refléte le comportement du solvant pendant
I’association et donne des informations importantes sur les forces qui guident la
reconnaissance (Ambrosi 2005). On verra dans le septiéme chapitre les résultats obtenus avec

la lectine CV-1IL de Chromobacterium violaceum.
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Chapitre 4
Structure cristalline de la Tricolorine A

4.1 Introduction

Une partie d’importance fondamentale dans le développement des nouvellex substances
bioactives est consacrée a la recherche, a I’identification et a la caractérisation de principes
actifs extraits de plantes. C’est dans cette ligne genérale de recherche qui se situe le travail
mené sur I’analyse structurale d’un glycolipide, la Tricolorine A, présentée dans ce quatriéme
chapitre.

Ipomea tricolor est le nom d’une belle plante (Fig. 4.1) appartenant a la famille des
convulvolacee qui a toujours été utilisée dans I’agriculture traditionnelle des populations
indigénes de I’Amérique centrale. Cette plante, connue également sous le nom de Morning
Glory, a la propriété d’inhiber la croissance de la végétation parasite et donc a été utilisee
pendant des siécles comme herbicide naturel. L’activité phytotoxique dérive d’une famille des
résines (une dizaine de composés au total) contenues dans la plante et appelées tricolorines
(Pereda-Miranda 1993; Bah 1996). Chimiquement ces molécules sont des glycolipides
contenant un intéressant cycle macrolactonique qui est conservé dans toutes les molécules de
cette famille. Ce qui est encore plus intéressant est que la présence de cette chaine aliphatique
semble étre indispensable pour I’activité biologique de toutes le tricolorines analysées jusqu’a
maintenant (Pereda-Miranda 2003). La Tricolorine A a été la premiere molécule isolée de la
plante a étre caractérisee par MS et RMN (Pereda-Miranda 1993; Bah 1996) et ensuite
synthétisée par voie chimique (Lu, 1997; Larson 1997; Furstner 1998).

Tricolorine dissoute dans de

\K I’éthanol avec 25% de PEG 200.

HzOl \ Couche d’huile minérale qui
empéche I’évaporation de la goutte.

. Solution aqueuse de
10% de PEG 200

Figure 4.1 Ipomea tricolor (gauche) et diffusion de vapeur inverse (droite).
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4.2 Resultats

La Tricolorine A a été purifiée a partir d’une extrait de Ipomea tricolor par chromatographie
en phase liquide. Pour la cristallisation on a utilisé les méthodes développées pour la
cristallisation des protéines dans le but de limiter la quantité de produit utilisée. Etant donné
que cette molécule est insoluble dans I’eau, on a choisi d’utiliser une méthode de diffusion de
vapeur inverse (Fig. 4.1) ou I’eau, qui est I’agent précipitant, passe du réservoir (solution
moins concentrée) a la goutte (solution plus concentrée). En raison de la petite dimension des
cristaux obtenus il a été nécessaire d’utiliser le rayonnement du synchrotron, puissant et tres
focalisé, pour la collecte de données.

La structure cristalline montre que les quatre molécules dans I’unité asymétrique sont
associées de facon a maximiser les interfaces hydrophobes et hydrophiles. Il a été avancé
I’hypothese que I’activité phytotoxique des tricolorines pourrait dépendre du fait qu’elles sont
capables de s’insérer dans les membranes cellulaires. L’arrangement observe dans la structure
cristalline pourrait étre maintenu en solution et dans ce cas I’orientation des surfaces
hydrophobiques pourrait &tre compatible avec un modele d’insertion parallelement aux lipides
de la membrane cellulaire. Bien sur, il s’agit d’une hypothése qui nécessite d’autres études
pour étre validee. En conclusion, ce travail ouvre des voies sur le meécanisme d’action de ces
molécules qui pourront amener a d’intéressantes applications dans le drug design.
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Remedies**

Anna Rencurosi, Edward P. Mitchell, Gianluca Cioci,
Serge Pérez, Rogelio Pereda-Miranda,* and
Anne Imberty*

The traditional uses of several Mexican members of the
morning glory family (Convolvulaceae), combined with
ecological field observations, have been helpful in the
design of an efficient approach for sampling plant materials
and the selection of plants for investigation as potential
sources of novel biodynamic natural products.) The Mexican
variety of the morning glory plant named “heavenly blue”
(Ipomea tricolor Cav.) has been used for centuries as a cover
crop in traditional mesoamerican agriculture because it
inhibits the growth of invasive weeds. We now know that
the phytotoxins involved are the resin glycosides, collectively
called tricolorins.>*! Until recently, the structural complexity
of these mixtures seriously hampered the isolation of their
individual constituents. The application of recycling high-
performance liquid chromatography has allowed no less than
10 lipooligosacharides to be isolated from the aerial parts of
“heavenly blue”.”>* Tricolorin A was the first member of the
series to be fully characterized through a combination of
NMR and MS methods.>¥ This compound consists of the
tetrasaccharide  L-rhamnopyranosyl-(1—3)-O-a-L-rhamno-
pyrasonyl-(1—2)-O-f-p-glucopyranosyl-(1—2)-O-f-p-fucopy-
ranoside linked to jalapinolic acid to form a macrocyclic ester
with a 19-membered ring (Scheme 1). Following the elucida-
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Scheme 1. Structure of tricolorin A.

tion of its chemical structure, total syntheses of tricolorin A in
its natural enantiomeric form were developed by Larson and
Heathcock, and by Lu and collaborators. Both teams used a
macrolactonization approach.”® Fiirstner and Miiller later
used a ring-closing-metathesis strategy to form the macro-
lactone moiety and succeeded in synthesizing tricolorin Al
and several other resin glycosides."”)

Tricolorin A demonstrates several biological activities of
therapeutic interest, such as mammalian cytotoxicity against
cultured P-338 and human breast cancer cells,? antibacterial
activity against Staphyloccocus aureus and Mycobacterium
tuberculosis]'! and antifungal potential correlated to its
(1—3)p-p-glucan synthase inhibitory activity.'""” In the cover
crop, tricolorin A acts as a nonprotonophoric uncoupler of
photophosphorylation and inhibits electron transport in the
photosystem II of chloroplasts.'!! All the bioactivities of this
lipopolysaccharide are associated with its macrocyclic struc-
ture; the glycosidic acid derived by saponification of the
lactone has been shown to be inactive in all resin glycosides
biologically tested.!]

The difficulty involved in obtaining a useable pure sample
of an individual resin glycoside,"” in addition to that related
to oligosaccharide crystallization," represented an enormous
challenge for the structural investigation reported herein.
Protein crystallization techniques were used to avoid wastage
of the isolated tricolorin A (20 mg). The compound is
insoluble in water, which was therefore selected as the
precipitating agent.'¥ The size of the crystal unit cell
indicated the presence of four independent tricolorin A
molecules per asymmetric unit.> Each unit contains a total
of 284 nonhydrogen atoms and is therefore similar in size to a
small protein of about 30 amino acids. The size of the
asymmetric unit, together with that of the crystal, demanded
the use of intense synchrotron radiation to collect the
diffraction data. The SIR2002 method was used to solve the
structure. Refinement with the SHELX program indicated
the presence of 18 water molecules in the asymmetric unit in
addition to the four independent tricolorin molecules
(Figure 1). All atoms in the structure were clearly visible in
the electron density maps, with the exception of two carbon

Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 59185922
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Figure 1. Graphical representation of the unit cell. The contents of the
asymmetric unit are shown with gray bonds and the molecules are
labeled as Mol1 to Mol4 for tricolorin A and W1 to W18 for water.

atoms in the lipid part of molecule 4. A detailed view of one of
the tricolorin A molecules is shown in Figure 2, with ellipsoids
representing thermal vibration. The largest temperature

Figure 2. ORTEP representation of one molecule of tricolorin A, drawn
with the Platon software.”¥ The ellipsoids of thermal vibration repre-
sent a probablility of 50%.
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factors were measured for the two methylbutyroyl groups that
form esters with the internal rhamnose unit. The macrocyclic
aglycon core of molecule 4 displayed slightly more disorder
than those of the other molecules.

Figure 3 shows a superposition of the four tricolorin A
independent molecules, all of which share the same global
shape, albeit with slightly different conformations of the
aglycon moiety stacked under the 3-p-glucopyranosyl-(1—2)-
O-p-p-fucopyranoside moiety. The glycosidic linkages are
superimposed on the corresponding energy maps!'® (Fig-
ure 3¢). Although the energy maps of the three disaccharides
differ, all three display low-energy regions centered around a
@-axis gauche conformation, as dictated by the exo-anomeric
effect. A higher level of conformational freedom is apparent
along the ¥ axis: the lowest energy region corresponds to a
plateau ranging from ¥'=—60 to 180°. While the externally
placed L-rhamnopyranosyl-(1—3)-O-o-L-rhamnopyranoside
moeity shows rather different conformations for each of the
four molecules in the asymmetric unit, the internal trisac-
charide subunit (a-L-rhamnopyrasonyl-(1—2)-O-p-D-gluco-
pyranosyl-(1—2)-O-f3-p-fucopyranoside) has limited confor-
mational freedom. The four molecules each display slightly
different sets of torsion angles (see the Supporting Informa-
tion) but all of these angles yield very similar pseudo-
elongated shapes for the macrocyclic aglycon portion of the
molecule between the lactone end and the anomeric oxygen
atom of the fucose unit. In contrast, the terminal pentyl chain
is very flexible. We compared the observed conformations of
the tricolorin A molecules to those of the only related
molecule that has been crystallized, a synthetic chemical

intermediate of tricolorin A consisting of the B-p-glucopy-
ranosyl-(1—2)-p-p-fucopyranoside subunit with all its hy-
droxy groups protected.” The first notable difference is that
the lack of the amphipathic properties of the natural sample
limits the solubility of the analogue to low-polarity organic
solvents. Five independent molecules were refined for the
asymmetric unit of the analogue, as opposed to the four
molecules found in tricolorin A crystals. This difference
resulted in a totally different conformation and molecular
packing for the analogue. The lack of water molecules
produces a piled parallel arrangement of glycoside residues
on one side of the analogue structure, whilst the macrolactone
rings stack on the other side with alternating alpha and beta
faces. The natural compound structure consists of a succession
of hydrophilic and hydrophobic layers.

The most notable feature of tricolorin A in the solid state
is the anisotropic repartitioning of the hydrophobic and
hydrophilic sections in the crystal packing arrangement
(Figure 4). One face of the molecule exhibits an almost flat
hydrophobic wall formed by the aglycon unit, the methyl
group of the fucose unit, and the three lipophilic inner
rhamnose residues (the methyl group and the two esterified
methylbutyric acid groups). The other face presents two small
hydrophilic areas: one composed of the hydroxy groups of the
fucose and glucose residues and the other of those of the
external rhamnose unit. The 18 water molecules form a dense
network that creates a dividing layer between the hydrophilic
faces of the structure (Figure 4). The high water content of the
crystal, which is similar to that found in the accepted view of
protein crystals, means that the tricolorin A molecular
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Figure 3. a) Superposition of the four independent molecules of tricolorin A. b) One of the molecules from the crystal structure of the synthetic
analogue,"”? shown with the glucose ring in the same orientation as in (a). c) Glycosidic linkage energy maps for each of the constitutive disac-
charide subunits of tricolorin A. The conformations observed in the crystal structure of tricolorin A are indicated by squares and those of the syn-

thetic analogue by circles.
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Figure 4. a) Amphiphilic properties of tricolorin A: two orthogonal
views of the molecule showing the contours of the accessible surface
of the hydrophobic region. b) Graphical representation of packing in
the tricolorin A crystal structure: view along the b axis with clusters of
water molecules represented by their accessible surface (blue).

c) Insertion membrane model of the minimal crystal environment
made up of four tricolorin A molecules.

conformation in the solid state is not dominated by inter-
molecular forces and hence might be indicative of the
conformation in solution and in supermolecular aggregates.

It has been suggested that the cytotoxic properties of the
resin glycosides could be caused by their ability to perturb cell
membranes through nonselective pore formation. These
compounds have a somewhat peculiar organization in aque-
ous solution and form micelles or aggregates comparable to
those displayed by tricolorin A in the crystalline state. It is
therefore of interest to compare the architecture of the water
channel formed by the four tricolorin A molecules, which pile
up in two pairs along the ¢ axis, with the spatial arrangement
of a lipid bilayer. The hydrophobic surface exposed externally
and elongated along the axis of the water channel is ideally
oriented for parallel interaction with the lipids of a biological
membrane upon insertion of tricolorin A into the membrane.
This hypothesis differs from predictions made by molecular
dynamics simulations and NMR studies of micellar solutions

Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 59185922

www.angewandte.org

Angewandte

of calonyctin A, another plant-growth-regulating resin glyco-
side,"™™ which inserts perpendicularly into micelle lipid
membranes. The total extension of the channel created by
tricolorin A molecules in our study is about 30 A, which is
comparable to the width of a biological membrane such as
that of the hydrocarbon core elongation in fluid phospholipid
bilayers."”) A schematic representation of our insertion model
is depicted in Figure 4.

The macrolactone ring is essential to the biological
activities of all resin glycosides'!! since without it the spatial
arrangement needed to form aggregates, as well as the above-
mentioned channels, probably could not take place. The dried
tubers of the medicinal members of the morning glory family
yield a purgative remedy of which the main active ingredients
are resin glycosides.'! All the biological effects displayed by
this type of amphipathic oligosaccharide suggest that the
activity could be the result of a possible ion flux perturbation
in the target cell membrane induced by nonselective pore
formation, as illustrated by the insertion model. This model
for transmembrane channel formation is based on the crystal
structure of tricolorin A and is still speculative in nature.
Experimental and theoretical studies are called for to provide
substantiation for this hypothesis, as well as to investigate
whether other types of architecture could allow better
interaction. This first crystallographic analysis of a natural
convolvulaceous resin glycoside not only opens avenues for
further structural investigations but may also lead to impor-
tant applications of such compounds in drug design.
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Chapitre 5
Analyse conformationelle des O-glycannes par la méthode
CICADA

5.1 Introduction

La glycoprotéine de Tamm-Horsfall (THP) est la protéine la plus abondante secrétée dans les
reins des mammiferes, y compris I’homme (Tamm 1950; Kumar 1990). Cette véritable
glycoprotéine (94 kDa, dont 28% de glycannes) est attachée dans I’endothélium par une ancre
GPI. La THP est aussi secrétée dans I’urine ou elle est présente avec une concentration de 50
a 200 mg/L. Les roles physiologiques de cette glycoprotéine ont été au centre de nombreuses
études mais ils n’ont pas encore été démontrés avec certitude. La THP pourrait jouer un role
comme inhibiteur des infections bactériennes dans I’appareil urinaire. De par sa propriété de
s’agréger sous forme de gel, la THP pourrait étre tres importante dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques rénaux.

La THP est fortement glycosylée et montre des structures glycanniques trés variées,
distribuées sur 7 sites de glycosylation (van Rooijen 2001). Il a été observé récemment que le
motif de glycosylation change drastiquement avec la grossesse. La THP normale présente
généralement des structures N-glycannes tandis que chez la femme enceinte, cette
glycoprotéine (alors appelée uromoduline) comporte des O-glycannes complexes. Ce
changement de la glycosylation serait responsable de la forte augmentation (x 13) du pouvoir
immunomodulateur de la glycoprotéine (Easton 2000). Douze structures différentes de O-
glycannes ont été séquencées chez I’'uromoduline, et la plus complexe est formée par trois
oligosaccharides de type sialyl Lewis™ reliés & un noyau (core) de type Il. Par ailleurs, il a été
montré que ce type de O-glycannes est une des cibles d’adhésion pour les selectines de type E
et P (Mitoma 2003).

Ce cinquieéme chapitre décrit I’analyse conformationelle de ce O-glycanne, qui est un des plus

grands oligosaccharides jamais soumis a une exploration complete de I’espace
conformationel.
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5.2 Résultats

Les surfaces d’énergie potentielle de chacun des 14 disaccharides différents constituant le O-
glycanne ont été analysées avec la méthode MM3 décrite dans le troisieme chapitre. Les
conformations de basse énergie ont été utilisées pour la construction des différentes structures
de depart. La surface multidimensionnelle de I’oligosaccharide a été analysée avec la méthode
SCD, implémentée dans le logiciel CICADA (Koca 1998). Les résultats ont montré
I’existence de quatre grandes familles de conformations qui réunissent 95% des
conformations de basse énergie. Les propriétés moléculaires (charge électrostatique,
lipophilicité et liaisons hydrogeéne) de chaque famille ont été étudiées. Ce O-glycanne est un
exemple intéressant de structure dendrimérique, et la distribution dans I’espace des trois
épitopes sialyl Lewis® pourrait former une « présentation» idéale pour [I’interaction
multivalente avec les E- et P-selectines.
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Abstract—Uromodulin is the pregnancy-associated Tamm-Horsfall glycoprotein, with the enhanced ability to inhibit T-cell pro-
liferation. Pregnancy-associated structural changes mainly occur in the O-glycosylation of this glycoprotein. These include up to 12
glycan structures, made up of an unusual core type 2 sequence terminated with one, two, or three sialyl Lewis® sequences; this type
of O-glycans could serve as E- and P-selectin ligands. The present work focuses on the most complex one; a tetradecamer made up of
a type 2 core carrying three sialyl Lewis* branches. Five different monosaccharides are assembled by 14 glycosidic linkages. The
conformational behavior of the constituting disaccharide segments was evaluated using the flexible residue procedure of the MM3
molecular mechanics procedure. For each disaccharide, the adiabatic energy surface, along with the local energy minima were
established. All these results were used for the generation, prior to complete optimization of the tetradecamer. This was followed by
a complete exploration of conformational hyperspace throughout the use of the single coordinate method as implemented in the
CICADA program. Despite the potential flexibility of the tetradecasaccharide, only four conformational families occur, accounting
for more than 95% of the total low energy conformations. For each family, the molecular properties (electrostatic, lipophilicity, and
hydrogen potential) were studied. The shape of the tetradecasaccharide is best described as a flat ribbon, flanked by three branches
having terminal sialyl residues. Two of the branches interact through nonbonded interactions, bringing further energy stabilization,
and limiting the conformational flexibility of the sialyl residues. Only one branch maintains the original conformational features of
sialyl Lewis®. This O-glycan can be seen as a fascinating example of ‘dendrimeric’ structure, where the spatial arrangement of three
S-Le* epitopes may favor its complementary ‘presentations’ for the interactions with E- and P-selectins.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Tamm-Horsfall (THp) is the major glycoprotein pro-
duced by the kidney,'? where it is expressed via a
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor on the
endothelium of the thick ascending limb of the loop of
the Henle. This 94kDa glycoprotein can be released
from its membrane anchor through proteases or phos-
pholipase and is excreted in urine. The physiological
roles of THp are still under dispute, and many
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hypotheses have been formulated. THp could act as an
inhibitor of microbial infection of the urinary tract and
of antigen-specific T-cell proliferation. Also, the aggre-
gation and gel formation capabilities of THP could play
important roles in several physiological and patholo-
gical states of the kidney. Pregnancy-associated THp is
called uromodulin.® This is an immunosuppressive
molecule whose ability to inhibit T-cell proliferation is
increased 13-fold during pregnancy.* THp exhibits
extremely large glycosylation microheterogeneities, as
over 150 glycan structures that are mainly sialylated
and/or sulfated to varying extents have been found on
seven glycosylation sites.” The carbohydrate part can
account for 28% of the total weight of the THp. Mass
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spectrometric strategies have recently uncovered preg-
nancy-associated changes in the O-glycosylation of this
glycoprotein. THp from nonpregnant females and males
expresses primarily core 1 type O-glycans terminated
with either sialic acid or fucose, but not with the sialyl
Lewis* epitope. By contrast, the O-glycans linked to
uromodulin include unusual core type 2 glycans termi-
nated with one, two, or three sialyl Lewis* sequences
(Fig. 1). These changes in the glycosylation pattern
could account for the enhanced immunomodulatory
effects of uromodulin.® Meanwhile, different studies
have established that sialyl Lewis® (S-Le*) in core 2
branched O-glycans serves as an E- and P-selectin ligand
while S-Le* containing type 1 core O-glycans are po-
tential ligands of L-selectin.” The Le* blood-group
antigens have been the subjects of many studies in the
past and several NMR and conformational studies
converged to the assumption that these molecules exist
in just a few, if not only one, conformations in solution.?
This does not mean that these oligosaccharides are
completely rigid but that their glycosidic torsion angles
exhibit small oscillations around the average values.’ In
the case of S-Le*, its structure has been idealized as a
rigid Le* core linked to sialic acid via a flexible bond,
which allows the co-existence of not more than two or
three conformations accessible to the molecule.!® The
S-Le* has already been extensively studied throughout
molecular mechanics calculations.®' Therefore, from
both the computational and biological point of view, it
is of interest to see how the interactions with neigh-
boring groups in complex oligosaccharides can modu-
late or alter its conformational behavior.

There are 12 proposed structures for the uromodulin
O-glycans and in this work we focused our attention on
the most complex one. This molecule, which we named

. = aGalNAc
® -
A = olFuc
<> = aNeuNAc

M =BGlcNAc

aNeuNAc

Core2(S-Le*)s, is a tetradecamer made up of a type 2
core, which is linked to three S-Le* groups (Fig. 1). Five
different monosaccharides are assembled by 14 glyco-
sidic linkages in quite a unique fashion to give a very
complex oligosaccharide of 366 atoms.

The treatment of a glycan at this level of complexity
can be undertaken using the following route: (a)
identification of the monosaccharide constituents; (b)
identification of disaccharide segments of Core2(S-
Le*);; (c) molecular modeling of each segment, and
description of the potential energy surfaces; (d) collec-
tion of the 3-D structures of low energy conformers; (e)
building realistic possible starting conformations from
assembly of the low energy conformers; (f) exploration
of potential energy hyperspace; (g) clustering of the low
energy conformers into families; (h) analysis and
depiction of representative within each low energy
family. The present investigation makes use of well-
established computational protocols based on the
molecular mechanics MM3'! and single coordinate
driving method (SCD) as implemented in the CICADA
program.'>!> There are three main advantages of the
method over other conformational search algorithms: (i)
the computer time required for a calculation has a
polynomial dependence on the degrees of freedom, in
contrast to the grid search, which has an exponential
one; (ii) all the interconversion pathways between fam-
ilies of conformations are explored but; (iii) the algo-
rithm spends almost its time in the essential highly
populated areas, giving a realistic and time-inexpensive
description of conformational space. It has been shown
that CICADA is an efficient tool to search conforma-
tional space, and in the case of small and middle sized
oligosaccharides it produces reliable results, which are
comparable to a carefully performed grid search, but

SLeX B SLeX A
\ \
6] (0]
HO HO
c Q 0 Core
(0] (0]
SLex™ HO AcHN
OH
BGal aGalNAc
HO oFuc
OH OH
HO M 0 ;
CH,O 0 AcHN
O (0]
) ) d 3
3 HO ~ 5~ CH,OH Gore
BGal BGIcNAc

Sialyl LewisX (SLeX)

Figure 1. On the left, the structure of the whole molecule. On the right, the representations of the core disaccharide and of the S-Le* structure. The
S-Le* groups are linked to the core structure via the linkages labeled A, B, and C.
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much more time efficient.!*!¢ Despite that, an SCD
search with a very complex molecule has never been
carried out before. In the present paper, we present the
methodology of the study together with information
about the three-dimensional structure of the molecule
and some biomolecular implications that can be
extrapolated from the results of the calculation.

2. Computational procedure
2.1. Nomenclature

The recommendation and symbols proposed by the
Commission on Biochemical Nomenclature are used
throughout this paper. The torsion angles describing the
glycosidic linkages are defined as @ = (05-C1-01-C'X),
¥ =(C1-01-C'X-C'X+1), and o =(01-C6-C5-01).
The labeling of the different glycosidic linkages was
made according to the following rules. The core disac-
charide is B-Gal(l — 3)-0-GalNAc. With reference to
Figure 1, the three branched S-Le* and the linkages
from the core to them are labeled as A, B, and
C, respectively. Within each S-Le* moiety, the
a-Fuc(1 — 3)-B-GIcNAc linkage is referred to as 1, the
B-Gal(1 —»4)-B-GIcNAc as 2 whereas the o-Ne-
uNAc(2 — 3)-B-Gal is referred to as 3. For example, the
B-Gal(1 — 4)-B-GIcNAc linkage on the S-Le* group
attached (1 — 3) to the core disaccharide will be referred
to as C2. The nomenclature is summarized in Table 1.

2.2. Building blocks

The starting geometry and suggestion of each of the five
different constituting monosaccharides was taken from
the MONOBANK data base!” or constructed. Each
residue has been submitted to a complete energy opti-
mization through MM3.

2.3. Relaxed map of disaccharides

The conformational space of each disaccharide segment
was explored by stepping the glycosidic linkage @, P,
and o torsion angles in 15° increments over the whole
angular range. Adiabatic contour maps were drawn for
each disaccharide by using different orientations of the

Table 1. Nomenclature of all the disaccharides
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pendent groups. In particular, three staggered positions
of the hydroxymethyl groups (gt, gg, and g¢) and the two
possible networks of hydrogen bonds around the sugar
rings (clock- and anticlockwise). As for the sialic acid
moiety, two orientations were considered for the acidic
group. At each conformational microstate, a geometry
optimization was performed by allowing the coordinates
of each atom to vary except those defining the @ and ¥
(and w) torsion angles. Only the lowest energy con-
former at each (@, ¥) point is used for the Ramachan-
dran-like contour plots. This procedure has the
advantage of overcoming the well-known multiple-
minima problem of the potential energy hypersurface
due to the specific orientations of the pendant groups,
and also of fully describing the conformational flexibil-
ity around the glycosidic linkages. The exact position of
the different minima was determined after additional
minimizations by removing the constraints on the ¢ and
¥ torsion angles.

2.4. Oligomeric structure

Information from the maps computed for the parent
disaccharides was used to construct the oligomeric
structure. The starting geometry-(ies) of Core2(S-Le*);
was constructed using the POLYS program.'8

2.5. Exploring the hyperdimensional potential energy
surface using CICADA

The potential energy hypersurface of Core2(S-Le*); was
explored by the CICADA program using the MM3
force field. Several starting structures were used as input
for the CICADA analysis with different orientations
around the glycosidic torsion angles, based on the low-
energy conformations found in the relaxed maps of the
corresponding disaccharides. During the CICADA cal-
culations, all glycosidic torsion angles were driven by
15° step as well as those related to the orientation of the
COOH and of the primary hydroxyl groups. The
remaining torsion angles were only monitored. When
CICADA detects a minimum, the conformation is fully
optimized. The resulting structure is compared with the
previously stored ones and stored if not yet detected.
Structures corresponding to energy maxima, that is,
the transition states, are also stored. For Core2(S-Le¥)s,

Sialyl Lewis* labeling

A B C
Core to: B-GlcNac(1 — 6)-a-GalNAc B-GlcNAc(1 — 6)-pB-Gal B-GleNAc(1 — 3)-B-Gal
Inside the S-Le*:
1 o-Fuc(1 — 3)-B-GlcNAc a-Fuc(l — 3)-B-GlcNAc o-Fuc(l — 3)-B-GlcNAc
2 B-Gal(1 — 4)-B-GlcNAc B-Gal(1 — 4)-B-GIcNAc B-Gal(1 — 4)-B-GIcNAc
3 o-NeuNAc(2 — 3)-B-Gal a-NeuNAc(2 — 3)-B-Gal o-NeuNAc(2 — 3)-B-Gal
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the dimensionality of the conformational hyperspace
explored in the CICADA run was 28. In addition, all the
hydroxyl groups were monitored, which means that the
orientations were taken into account for detecting new
energy minima. The run was considered as complete
when no new minima were detected in an energy win-
dow of 4kcalmol™' above the absolute minimum.

2.6. Force field

Geometry optimization was performed using the
molecular mechanics program MM3. This force field
contains a correction for the anomeric effect and has
been shown to be especially adapted for the study of
carbohydrates.’” The block diagonal minimization
method with the default energy convergence criterion of
0.00008*nkcalmol™! per five iterations, n being the
number of atoms, was used for grid point optimization.
To mimic the hydrated environment of the molecules, a
dielectric constant, ¢ = 78.5, was used in all the calcu-
lations. All calculations were performed on an SGI
Origin 300 (R14000, 600 MHz processor).

2.7. Determination of families of low energy conformers

The raw data from the CICADA calculation were ana-
lyzed with the program PANIC,?! which extracts the low
energy conformations along with the transition states
and analyzes the network of interconversions between
them. Then the population of the low energy confor-
mations has been analyzed by an ‘in house’ program in
order to cluster the conformations into families.?? In this
approach, inside a given energy window, a conformer is
considered to belong to a family if all its torsion angles
differ by no more than a given value from the torsion
angles of at least one of the members of the family. In
the present study, the value considered for determining
the difference has been set to 30°. This means that two
conformations are classified into different families if
there is at least one glycosidic torsion angle, which dif-
fers by more than 30°. The coordinates of the energy
minima will be deposited or made available for users on
the internet through the CERMAYV website.

3. Results and discussion

The exploration of the 28 dimensions of the conforma-
tional space throughout CICADA took slightly less
than three months of calculation on an R14000
600 MHz processor. From this massive amount of data,
11,471 points in the potential energy hyperspace were
stored, of which 2637 were low energy conformations
and 5691 were transition states. One should not be
surprised at the time employed by the program to per-
form this calculation, as a classical grid search method

on such a complex molecule would simply not have been
feasible. For instance, a 20° step scan on all the 28
glycosidic bonds would require something like 182
energy minimizations! Even taking into account only the
combination of the lowest energy conformations shown
by each disaccharide unit, say three each one, we can
estimate the number of conformations as 3'* that equals
to 4,782,969.

3.1. Analysis of linkage conformations

Because of the large amount of data produced by the
calculations, together with the intrinsic very high multi-
dimensionality of this conformational space, the anal-
ysis of the results is not an easy task to accomplish. A
general way to proceed is to first take into account
the structural information related to the conformations
taken at each glycosidic linkage. It is possible to
superimpose the conformations found by CICADA on
the energy maps of the constituting disaccharides.

The energy map calculated for the a-Fuc(l — 3)-B-
GIcNAc disaccharide (Fig. 2) displays a main low
energy region centered at ¢ = 270, ¥ = 70 and a second
one, slightly higher in energy (+1kcalmol™') at
® =280, ¥ =150. When looking at conformations
found by CICADA, the major part falls over the zone
centered at @ =280, ¥ = 150, while the other mini-
mum, which is the lowest one for the disaccharide, is
slightly populated only in the case of the linkage C1.

The same reduction in flexibility takes place at the B-
Gal(1 — 4)-B-GlcNAc linkages. While the map for the
disaccharide exhibits three low energy zones (Fig. 3),
most of the conformations found for this glycosidic
linkage in the oligosaccharide falls around the upper
edge of the main energy well, indicating a complete
reduction in flexibility for the A2 and B2 linkages. Only
the linkage C2 appears to be more flexible, with some
conformations occurring within the third low energy
zone centered at @ = 280, ¥ = 60.

In the case of an ‘isolated’ Le* group, these reductions
in flexibility are quite a general feature of the molecule.
From many NMR and theoretical investigations,'>?323
it has been proposed that important nonbonded inter-
actions occur between the galactose and fucose residues,
thereby reducing the conformational flexibility of both
linkages. These features have been confirmed by the
crystal structure elucidation of this oligosaccharide.?

The orientations of the o-NeuNAc(2— 3)-B-Gal
linkages in the conformers found by CICADA corre-
spond closely to the low energy zones of the disacchar-
ide map. It can be clearly seen that the conformational
flexibility arises mainly from the rotation around the @
angle. The a-NeuNAc(2 — 3)-B-Gal is a flexible glyco-
sidic linkage that is not perturbed from the effects shown
before. Nevertheless, also in this case, some differences
can be observed between the three linkages, as indicated
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Figure 2. The map for the a-Fuc(l — 3)-B-GlcNAc disaccharide, with the superimposed energy minima found by CICADA for the Al, B1, and Cl
linkages (the black ones on the molecule representation on the right). The isocontours, with 1kcalmol~!, represent the energy levels of the disac-
charide calculated using the grid search method. The map is plotted with the program Xfarbe.?’ Only the conformations within an energy window of
10 kcalmol~! are shown. The areas with consistent population have been framed and labeled. The zone centered on @ = 280, ¥ = 150 is the most
populated region. The lowest minimum of the disaccharide is populated only in the case of the linkage Cl1.
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Figure 3. The map for the B-Gal(l — 4)-B-GlcNAc disaccharide with the superimposed energy minima found by CICADA for the A2, B2, and C2
linkages. The zone centered on @ = 270, ¥ = 200 shows a complete lack of conformer population. Only the linkage C2 shows conformers in the

other low energy regions.

by the relative populations of the lowest energy region
centered on @ = 60, ¥ = 100 (Fig. 4).

The effects of the reduction in conformational flexi-
bility are well illustrated below in the case of the linkages
A and B, corresponding to the B-GlcNAc(1 — 6)-B-
GalNAc and B-GIcNAc(l — 6)-B-Gal disaccharides.
The maps for the disaccharides A and B display the
same features, both in positions and energy levels.
However, the conformations found for these linkages in
the oligosaccharide are totally different. In the case of B-
GIcNAc(1 — 6)-B-GalNAc (A linkage) the lowest energy
region is well populated (Fig. 5a) whereas for B-Glc-
NAc(1 — 6)-B-Gal (B linkage) the great majority of the
low energy conformers are located around the minimum
at @ =270, ¥ = 60.

The w torsion angles of the (1 —6) linkages are
known to have three possible orientations, gauche—trans
(g1), trans—gauche (tg), and gauche-gauche (gg). As for
the B-GlcNAc(1 — 6)-B-GalNAc (A linkage), the fol-
lowing percentages of occurrence were calculated:
gt =172%, tg=12%, and gg=16%. The gt conformation
is clearly the preferred one, while the other orientations
start to have a consistent percentage only at higher
energies (+6kcalmol™! over the global minima). The
B-GlcNAc(1 — 6)-B-Gal (B linkage) is more rigid having
shown a gt orientation that occurs for more than 98% of
the total conformations and neglectable percentages of
tg and gg orientations.

The disaccharide maps for the C and core linkages,
which are buried inside the structure of the
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Figure 4. The map for the a-NeuNAc(2 — 3)-B-Gal disaccharide with the superimposed conformations found by CICADA for the A3, B3, and C3

linkages.

360

240

Figure 5. (a) and (b) From left to right, respectively, the maps for the disaccharides A and B, corresponding to the B-GlcNAc¢(1 — 6)-B-GalNAc and
B-GleNAc(1 — 6)-B-Gal linkages with the superimposed conformations found by CICADA. While the maps look rather the same, the conformations

are distributed differently.

oligosaccharide, exhibit the same aspect, with a deep low
energy well and two secondary regions. The conforma-
tions found for the oligosaccharide are all located in the
lowest energy region whereas the secondary minima are
not populated at all (Fig. 6).

Moreover, when the energy of the conformers is
plotted as a function of the glycosidic torsion angle ¥
(Fig. 7), the occurrence of two distinct families with
comparable percentages of occurrence for the
B-Gal(1 — 3)-B-GalNac linkage is found.

The results that have been obtained for the linkages
type 1, 2, and 3 groups can be compared with those
obtained for an isolated S-Le* molecule.?” There are no
major differences on the overall distribution of the
conformations, which means that when linked to such a
complex oligosaccharide, the S-Le* moiety can be con-
sidered as a side group whose overall conformational
behavior remains unchanged. However, we can see that
the distribution of the conformations for the linkages in
the C type S-Le* matches closely the distributions

calculated by CICADA for the isolated S-Le* molecule.
On the other hand, the reductions in flexibility exhibited
by the linkages in A and B S-Le* groups are more sig-
nificant. This is of course the consequence of the non-
equivalency (both in terms of position and neighboring
groups) of the three S-Le* moieties; in other words they
‘feel’ their environments in different ways. For all the
linkages, we have shown how the nonbonded interac-
tions that take place between adjacent residues can
influence the conformational flexibility of these linkages.
These results finally agree with the current idea that any
occurrence of interactions between different residues can
only result in a reduction of the available conforma-
tional space found for the disaccharides.?®?

3.2. Families of conformations and energy minima
To understand how nonbonded interactions can influ-

ence the overall shape of Core2(S-Le*); we first have to
cluster all the conformations into families. In Table 2
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Figure 6. (a) and (b) From left to right, respectively, the maps for the disaccharides C and core, corresponding to the B-GIcNAc(1 — 3)-B-Gal and
B-Gal(1 — 3)-a-GalNAc linkages, with the superimposed conformations found by CICADA.
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Figure 7. The energy of the conformations is plotted against the ¥ angle for the B-GIcNAc(1 — 3)-B-Gal linkage (on the left) and for the
B-Gal(1 — 3)-a-GalNAc linkage (on the right). It is clear that for the B-GlcNAc(1 — 3)-B-Gal there are two main conformational families while the
B-Gal(1 — 3)-a-GalNAc linkage only exhibits oscillations around its average value.

Table 2. The 15 best families found in a window of 10 kcalmol~' over the global minimum

Family Energy of the best % Glycosidic torsion angles, which differ by more than 30° from those of the global
conformer (kcalmol™!) minimum (+4°)

1 0.00 56.7 Global minimum

2 +0.37 27.6 C ¥ (+69.3)

3 +1.06 8.4 C3 ¥ (+57.4)

4 +1.72 2.8 C ¥ (+67.4) C3 ¥ (+57.7)

5 +2.48 0.5 B3 ¥ (+63.9)

6 +2.73 <0.5 Cl & (-69.5) Cl ¥ (-55.9)

7 +2.87 <0.5 C3 & (+244.3)

8 +2.96 <0.5 Cl ¥ (-64.0) C2 ¥ (-200.2)

9 +2.97 <0.5 Cl ¥ (+142.7) C2 ¥ (-199.0)

10 +3.08 <0.5 C3 @ (+215.9) C3 ¥ (-54.1)

11 +3.11 <0.5 Bl & (-58.0) Bl ¥ (—49.8)

12 +3.14 <0.5 C Y (+67.4) B3 ¥ (+63.6)

13 +3.19 <0.5 Al @ (-68.9) Al ¥ (-56.4)

14 +3.37 <0.5 Al & (-69.2) Al ¥ (-56.3) C ¥ (+69.1)

15 +3.40 <0.5 C ¥ (+65.9) B3 @ (+220.3) B3 ¥ (—46.1)

one can see that despite the great number of glycosidic
torsion angles in the molecule, there are only a few
families with a significant percentage of occurrence.
Indeed, the global distribution of the conformations
indicates the occurrence of only a few low energy con-
formers situated in deep and narrow energy wells. On
the other hand, there exist families of conformations,
with higher energy, that fill up all the conformational

space. Such a feature is an indication of the occurrence
of transition states that the oligosaccharide may follow
to go from one low energy conformation to another one.

A careful analysis of the features found in the first 10
families indicates that major variations of glycosidic
linkages take place at the C part of the molecule, (i.e.,
where the S-Le* is linked 1 — 3 to the core). This qual-
itative observation agrees with the results gathered
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Figure 8. Superimposition of the best conformers from the first 10
families. The structures are superimposed on the core glycosidic link-
age and the hydrogen atoms have been removed for clarity. The right
part of the molecule is the C S-Le*. At the extreme left, the A S-Le*
and on the center, the core disaccharide, which is partially covered by
the B S-Le*.

previously on the disaccharide potential energy surfaces.
It was noticed that the linkages located at the C part of
the oligosaccharide had more conformational flexibility
than the linkages in the A and B S-Le*. This is well
illustrated in Figure 8, which shows the superimposition
of the best conformers taken from the first 10 families.
One can see that the C branch exhibits multiple con-
formations, particularly for the o-NeuNAc(2— 3)-B-
Gal (C3), the a-Fuc(l — 3)-B-GlcNAc (Cl) and the
B-GlcNAc(1 — 3)-B-GalNAc (C) disaccharides. In the
rest of the molecule, most of the glycosidic linkages
show mainly oscillations around their average values.

When looking at the structure of the molecule, it is
clear that the reduction in conformational flexibility of
the A and B S-Le* moieties can only be attributed to the
energy stabilization that results from their spatial
proximity. Indeed, several hydrogen bonds and stacking
interactions take place between these two branches of
Core2(S-Le*);. These effects stabilize these two branches
of the molecule in their lowest energy conformations,
thereby reducing the conformational flexibility of the
glycosidic linkages. In contrast, the C S-Le* group is not
involved in any long range interactions with other resi-
dues. As a consequence, it is more susceptible to
exhibiting higher conformational flexibility.

3.3. Molecular shapes and properties

The whole Core2(S-Le*); oligosaccharide can be ideal-
ized as a backbone, formed by the core disaccharide and
the GIcNAc residues of the A, B, and C S-Le* groups,
which is linked to three S-Le* moieties. Consequently,
the overall conformation of the whole molecule can be

changed only by rotations about the glycosidic linkages
of the backbone. As shown previously, these linkages
are very rigid. Only the B-GlcNAc(1 — 3)-B-GalNAc (C)
displays two distinct conformations having comparable
percentage of occurrence. Therefore, the most interest-
ing structural feature that is conserved in several families
is the shape of the backbone conformation, while the
terminal residues are more or less free to explore their
conformational spaces. Figure 9 represents the lowest
energy conformer of Core2(S-Le*);. The backbone of
the molecule is very flat, resulting from four adjacent
residues that are in the same plane. The core disaccha-
ride, together with the A and C S-Le* branches form a
curved sheet-like structure, which makes a 180° turn
with respect to the plane defined by the backbone of the
molecule. The maximum extension of the structure is
about 27A. The B S-Le* is placed above the core,
forming a third arm that projects from the plane of the
molecule. This architecture is highly stabilized by several
hydrogen bonds between the A and B S-Le* residues.

The lowest energy conformers of the first four families
are represented in Plate 1, together with their molecular
properties, electrostatic, lipophilicity, and hydrogen
bonding potential. The second family differs only in the
geometry of the B-GlcNAc(1 — 3)-B-GalNAc linkage,
showing a twisted backbone conformation. The third
family is similar to the first one except for the orienta-
tion of the a-NeuNAc(2— 3)-B-Gal in the C S-Le*
group. The fourth family exhibits both the structural
features of the second and the third family.

The Core2(S-Le*); oligosaccharide should be linked
to uromodulin via the anomeric oxygen of the o-Gal-
NAc residue in the core. Unfortunately, the three-
dimensional structure of the protein is unknown, as is
the shape of the O-glycosylation sites. From the results
of the present investigation, one can observe that the
anomeric oxygen of the a-GalNAc residue is located in a
buried part of the oligosaccharide. As a result, the
occurrence of strong interactions between Core2(S-Le*);
and the amino-acid at the surface of the protein can be
anticipated. Whether the Core2(S-Le*); would keep one
of its low energy conformations or would induce some
conformational changes of the protein in the sur-
rounding of its O-glycosylation sites are still issues to be
considered.

With respect to the biological functions of the
Core2(S-Le*); glycan on uromodulin or THP, an
important feature has to be noted. If the increased
activity of this protein can be related to the presence of
these O-glycans at its surface, then the S-Le* moieties
are the most putative candidates for carrying out the
molecular interactions that are needed for the activa-
tions of the biomolecular processes. For this purpose,
the dendrimeric structure of Core2(S-Le*); seems to be
designed ‘ad hoc’ as it provides the maximum capabili-
ties with respect to intermolecular interactions. The
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B S-Le*

AS-Le* Core CSs-Le*

Figure 9. Pictorial three-dimensional representation of the lowest energy conformer for the first family. The hydrogen atoms have been removed and
the different parts of the molecule have been framed and labeled. The possible inter-residual hydrogen bond network between A and B S-Le* groups
is suggested with dashed lines.

Plate 1. Projection of molecular properties on the Connolly surface for the lowest energy conformer of the four best families (from up to down).
(A) Electrostatic potential: colored from blue (negative values) to red (positive values), (B) lipophilicity potential: colored from brown (hydrophobic)
to blue (hydrophilic), and (C) hydrogen bonding capacity: blue (acceptor) and red (donor).
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conformations of the S-Le* groups in the lowest energy
conformers does not show any differences from those
found in previous studies. In particular they are
compatible with the binding to E- and P-selectins as
derived from crystal structure elucidations.*

4. Conclusions

Along with previous knowledge about the conforma-
tions of Le* and S-Le* oligosaccharides, the present set
of information constitutes the data bank required to
characterize the structural features and the dynamics
of most of the unusual O-linked glycans that may be
related to the enhanced immunomodulatory effects of
uromodulin. For each disaccharide constituent, precise
information about the low energy domains, along with a
description of the features displayed by all the local
minima has been provided. The construction of the
largest O-linked glycan has been completed; this is a
tetradecamer made up of the assembly of three S-Le*
moieties on a type 2 core.

The many possible structures have been explored and
submitted to an extensive energy minimization using the
molecular mechanics program MM3. This was followed
by a complete exploration of conformational hyperspace
throughout the use of the single coordinate driving
method as implemented in the CICADA program. For
the whole oligosaccharide, there exists a substantial
reduction of the number of viable conformations. The
interactions with neighboring groups in complex oligo-
saccharides can modulate or alter its conformational
behavior. Some generalized pictures have emerged from
the present investigation: (i) The occurrence of only four
conformational families can account for more than 95%
of the total conformations; (ii) The whole glycan can be
idealized as a backbone formed by the core disaccharide,
and the GIcNAc residue of the three S-Le* moieties. As
such, the overall conformation of the glycan can be
changed only by rotations about the glycosidic linkages
of this backbone. Three of these linkages are conform-
ationally rigid. It is only the B-GlcNAc(1 — 3)-B-Gal-
Nac portion of the molecules that offers conformational
flexibility as it displays two distinct conformations
having a comparable percentage of occurrence; (iii) The
backbone of the O-glycan is very flat; it is flanked by
three branches having terminal sialyl residues. Two of
the branches interact through nonbonded interactions
that bring further stabilization, and limit the confor-
mational flexibility of the sialyl residues. Only one
branch maintains the original conformational feature of
S-Le* epitope; (iv) The Core2(S-Le*); glycan is a fasci-
nating example of ‘dendrimeric’ structure, with a spatial
arrangement of three S-Le* epitopes that may favor,
throughout their complementary ‘presentations’, the
interactions with E- and P-selectins.
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6. La lectine bactérienne PA-IL de Pseudomonas aeruginosa

Chapitre 6
La lectine bactérienne PA-IL de Pseudomonas aeruginosa

6.1 Introduction

Dans le deuxiéme chapitre on a introduit I’importance des interactions protéine-sucre pendant
les processus d’infections. Ensuite on a vu quelles sont les connaissances sur la bactérie
opportuniste Pseudomonas aeruginosa, et plus particuliérement sur ses deux lectines solubles.

La PA-IL fut la premiére lectine a étre identifiée dans une culture de P. aeruginosa méme
avant le séquengage complet de son génome (Gilboa-Garber 1972). La spécificité est limitée
aux molécules avec un galactose en position terminale, le monosaccharide est fixé avec une
affinité moyenne (Ka = 3.4-10* M™") et le GalNAc est aussi reconnu, bien qu’avec une affinité
moins importante. L’affinité est plus forte pour les glycoconjugués se terminant par un
disaccharide Gala.1—3Gal ou Galal—4Gal sur I’extrémité non réductrice (Lanne 1994). Les
déterminants des groupes sanguins [,B et Pk (qui contiennent le disaccharide Gala.l—4Gal )
sont donc reconnus par la PA-IL, ce qui fait de cette lectine un outil intéressant dans les
études menées sur la xénotrasplanation des organes de porc dans les singes ou dans ’homme.
Ces oligosaccharides sont en fait les xéno-antigénes responsables du phénoméne de rejet
hyperaigué (Kirkeby 2002). Comme on a pu le voir dans le deuxiéme chapitre, le rdle de la
PA-IL dans P. aeruginosa ainsi que ces cibles d’adhésion n’ont pas encore été élucidées avec
précision mais il a été montré que la lectine est cytotoxique pour les cellules épithéliales des
voies respiratoires. La structure cristalline de la PA-IL, résolue en 2002, a mis en évidence
une structure quaternaire tétramérique (Liu 2002). L’¢lucidation des bases moléculaires de la
reconnaissance du calcium et du galactose, décrite ici, ajoute un chapitre importante dans

1’étude des molécules impliquées dans I’infection de Pseudomonas aeruginosa.
6.2 Reésultats

PA-IL a été purifiée par chromatographie d’affinité a partir de cultures bactériennes et co-
cristallisée en présence de calcium et de galactose. La structure tridimensionnelle, résolue par
remplacement moléculaire, montre un arrangement tétramérique ou chaque monomeére adopte
un repliement du type f-sandwich avec le site de liaison qui pointe vers 1’extérieur de la
molécule. Tous les groupementz hydroxyles du sucre, a I’exception de O1, sont en interaction
avec la protéine et plus particulicrement O3 et O4 participent aussi a la coordination du

calcium. Le mode de reconnaissance qu’on a ici mis en évidence montre des similarités avec
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deux lectines animales du type C, bien que le repliement général de la protéine soit différent.
Ce travail compléte la caractérisation structurale des lectines solubles de P. aeruginosa. Dans
la PA-IIL, les deux ions calcium sont responsables de la forte affinité et des ligands différents
peuvent étre reconnus. Au contraire, dans la PA-IL le calcium en combinaison avec un réseau
de liaisons hydrogeéne forme un site de liaison trés spécifique pour le galactose qui fait de
cette lectine une cible intéressante pour un développement futur d’une nouvelle classe de

molécules anti-adhésives.
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Abstract The structure of the tetrameric Pseudomonas aeru-
ginosa lectin I (PA-IL) in complex with galactose and calcium
was determined at 1.6 A resolution, and the native protein was
solved at 2.4 A resolution. Each monomer adopts a (3-sandwich
fold with ligand binding site at the apex. All galactose hydroxyl
groups, except O1, are involved in a hydrogen bond network
with the protein and O3 and O4 also participate in the co-
ordination of the calcium ion. The stereochemistry of calcium
galactose binding is reminiscent of that observed in some animal
C-type lectins. The structure of the complex provides a frame-
work for future design of anti-bacterial compounds.

© 2003 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Key words: Lectin; Crystal structure; Galactose;
Pseudomonas aeruginosa

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium that
is found in various environments including soil, water and
vegetation. It is also an opportunistic pathogen, responsible
for numerous nosocomial infections in immunocompromised
patients. The bacteria colonise patients with a number of
chronic lung diseases, particularly those on assisted ventila-
tion, and especially cystic fibrosis patients. P. aeruginosa vir-
ulence is based on several properties, most particularly on the
ability of this organism to adhere to surfaces, to form biofilms
and to secrete hydrolytic enzymes and toxic compounds.

Since host carbohydrates have been known for many years
to constitute specific attachment sites for microbial protein
receptors [1,2], the lung mucins, and above all those of cystic
fibrosis patients, have been analysed thoroughly [3]. On the
other hand, some of the carbohydrate binding proteins of
P. aeruginosa have been studied and their role in recognition
and adhesion is far from being fully elucidated. Several types
of receptors have been identified. Flagellin and flagellar cap
protein FliD recognise mucin oligosaccharides [4], whereas

*Corresponding author. Fax: (33)-4-76 54 72 03.
E-mail address: imberty@cermav.cnrs.fr (A. Imberty).

Abbreviations: PA-IL, Pseudomonas aeruginosa lectin 1; PA-IIL,
Pseudomonas aeruginosa lectin 11; MBPA, mannose binding protein A

type IV pilus adhesins have been shown to recognise glyco-
sphingolipids asialo-GM1 and asialo-GM2 [5]. In addition,
two soluble lectins PA-IL (gene Jec4) and PA-IIL (gene
lecB), specific for p-galactose and r-fucose, respectively, and
containing divalent cations have been characterised [6]. These
two lectins are produced at high levels by the bacteria in
association with the cytotoxic virulence factors [7] and under
quorum-sensing control [8]. The galactophilic lectin PA-IL
was the first P. aeruginosa lectin to be isolated by affinity
chromatography [9]. Its 12.75 kDa subunits consist of 121
amino acids and associate as a tetramer [10]. This lectin has
a narrow specificity spectrum for p-galactose-containing mol-
ecules, including analogues bearing hydrophobic groups [11]
and o-D-galactose-containing disaccharides and other glyco-
conjugates [12,13], but it also binds adenine with high affinity
[14]. The lectin has been demonstrated to bind the most com-
mon human antigens, I, B and especially Pk [15], and to be
cytotoxic to respiratory epithelial cells in primary cultures
[16].

We recently solved the structure of PA-IIL, the fucosg: bind-
ing lectin of P. aeruginosa, at very high resolution (1.3 A) [17],
revealing a new mode for carbohydrate binding, based on the
interaction with two calcium ions. This was proposed to be
the basis for the unusually high affinity of PA-IIL for its li-
gands. The structural basis of PA-IIL’s wide specificity spec-
trum and its interaction modes with different monosaccha-
rides, such as p-mannose and D-fructopyranose, has been
recently elucidated [18]. The successful crystallisation of PA-
IL has also been reported recently [19]. The crystal structure
in the presence of calcium has been solved at 1.5 A resolution
and deposited in the Protein Data Bank (code 1L7L) although
not accompanied by a detailed description [20]. The present
communication describes the refined crystal structure of the
calcium-free form of PA-IL and its complex with calcium and
galactose. This structure unveils a new carbohydrate binding
mode and may assist in the development of therapeutic drugs
against Pseudomonas infections.

2. Materials and methods

PA-IL was isolated and purified by affinity chromatography as
described previously [6]. Lyophilised protein was dissolved in water
(10 mg/ml) either alone or in the presence of galactose (425 ng/ml) and
salts (1 mM CaCl, and MgCly). Initial crystallisation conditions were
screened using the complete Hampton Screens I and II from Hampton
Research (Laguna Niguel, CA, USA) from which thin, needle-shaped
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crystals appeared after a few days in the presence of ammonium
sulphate and isopropanol. These conditions were then optimised
and large needle-shaped crystals were obtained from hanging drops
of 2 ul of PA-IL solution mixed with 2 ul of reservoir solution (1.5 M
ammonium sulphate at pH 4.5, 20% isopropanol for the calcium-free
protein and 1.5 M ammonium sulphate at pH 4.7, 5% MPD and 2%
glycerol for the complex with galactose). Both crystals belong to space
group P2,2,2; with four molecules per asymmetric unit. The cell
dimensions of the calcium-free protein crystal are a=49.7 A,
b=51.5 A and ¢=166.8 A and those of the complex are a=49.1 A,
b=53.3 A and ¢=160.7 A. Crystals were cryo-cooled at 100 K after
soaking them for as short a time as possible in either glycerol 30% v/v
or MPD 30% v/v in precipitant solution for the calcium-free and
complexed form respectively. All data were collected at the ESRF
synchrotron (Grenoble, France) at stations 1D14-1 and 1D14-4 on
an ADSC Q4R CCD detector (Quantum) and at station BM30A on
a MAR165 CCD detector (Mar Research). Diffraction images were
processed using MOSFLM [21] and scaled and converted to structure
factors using the CPP4 program suite [22].

The structure of the calcium-free protein was solved by the molec-
ular replacement technique with the MOLREP program [23], using
the monomeric structure (PDB code 1L7L) [24] of the calcium-con-
taining PA-IL [20] with calcium and water molecules removed as the
search probe. The molecular replacement gave four clear solutions
corresponding to the expected tetramer in the P2;2,2; asymmetric
cell. The structure of the complex with galactose was then solved
with the same program using one monomer of the refined calcium-
free structure, again with calcium and water molecules removed. To
retain maximum non-bias, the Ry data set of the calcium-free struc-
ture was used, extending it to 1.6 A resolution. After an initial cycle of
refinement, the electron density maps of this complex showed clear
features corresponding to four galactose molecules and four calcium
ions. For the purposes of identification, the ions were modelled as
both calcium and magnesium in separate refinements and the B-fac-
tors compared after refinement. The B-factors of the magnesium ions
were significantly less than those of the surrounding ligating atoms
(average of 3.3 A? against 8.6 A’) whilst those for calcium were much
closer (6.6 Az) suggesting that the ions were most likely to be cal-
cium. For both structures, automatic placement of water molecules
was performed using the ARP/warp program [25]. Crystallographic
refinement was carried out with the program REFMAC [26], with an
overall B-factor refinement for the lower resolution structure and in-
dividual B-factors for the higher resolution structure, and manual
model building with O [27]. Co-ordinates have been deposited at the
Protein Data Bank [24] under codes 10KP and 10KO for the cal-
cium-free and complexed structures, respectively.

3. Results and discussion

The final refined model of calcium-free PA-IL consists of
484 residues, 137 water molecules and two sglphate ions with
an Rerys of 18.3% and Ry of 26.3% to 2.4 A resolution. The
PA-IL/galactose complex contains 484 amino acids, 482 water
molecules, three sulphate ions, one MPD molecule, four cal-
cium ions and four galactose residues with an Rcrys of 15.4%
and Rgee of 18.7% to 1.6 A resolution (Table 1). In both
structures, the asymmetric unit contains four polypeptide
chains of 121 amino acids arranged around a pseudo C222
axis (Fig. 1A). The resulting tetramer is very similar to that
generated by the 1222 space group in the crystal structure of
native PA-IL [20]. Each monomer adopts a small jelly-roll
type B-sandwich fold, consisting of two curved sheets, each
one consisting of four antiparallel B-strands. Tetramerisation
occurs by interaction between the largest sheets for one inter-
face and by contacts between C-terminal moieties for the oth-
er interface.

The structure obtained from crystals grown in the presence
of metal ions and galactose shows each monomer to contain
one calcium ion and one galactose ligand in the same binding
site (Fig. 1A). There are no major differences between the
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Table 1

Data collection and refinement statistics

Crystal Metal-free  Complex with Ca

and galactose

Data collection

Beamline i 1D14-4 ID14-1

Wavelength (A) 0.932 0.934

Resolution (A) 2.4 1.6

Highest resolution shell (A) 2.40-2.48 1.60-1.66

Space group P2,2,2; P2,2,2;

Cell dimensions

a (A) 49.7 49.1

b (A) 51.5 53.3

c (A) 166.8 160.7

o (degrees) 90 90

B (degrees) 90 90

¥ (degrees) 90 90

Measured reflections 114114 241596

Unique reflections 17451 53762

Average multiplicity 6.5 (6.2) 4.5 (4.2)

Completeness (%) 99.8 (99.8) 94.9 (79.1)

Average Ilo(D) 7.7 (1.9) 6.7 (1.4)
Rinerge (70) 8.9 (36.0) 7.6 (41.0)

Wilson B-factor (A2) 34.0 12.5

Refinement )

Resolution range (A) 20.37-2.40  18.60-1.60

Rerys (observation)

Riiee (observation)
Highest resolution shell
Rerys (observation) 0.200 (1211) 0.197 (3066)
Riree (Observation) 0.270 (75)  0.256 (144)
Cruickshank’s DPI based | 0.205 0.062

on maximum likelihood (A)

Average Bis, (A)

0.183 (16569) 0.154 (51032)
0. 263 (882) 0.187 (2730)

All atoms 30.2 14.0
Protein atoms 30.3 12.5
Solvent atoms 29.2 24.5
RMS deyiation from ideality

Bonds (A) 0.016 0.017
Angles (degrees) 1.52 1.57
Outliers on Ramachandran plot 0 0
Amino acids 4x121 4x121
Protein atoms 3604 3604
Sugar atoms 0 4x12
Calcium atoms 0 4
Other atoms 2X5 3X5+8
Water molecules 137 482
Residues with alternative None S1134, Q1204,

conformations S1214, T39g, N713,
T95g, S113g, V15¢,
V85¢, S113¢, S121¢

PDB deposition code 1U0J 10KO

Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

Rinerge = 2| I—(D)|/Z(I), where I=observed intensity.

Geometric analyses were performed by PROCHECK [37] and
WHATIF [38].

calcium-free structure, the calcium-bound one [20] and the
complex with calcium and galactose and comparison between
the monomer main chain atoms from the different structures
yields rms difference values lower than 0.55 A.

The ligand binding site is located at one apex of the B-sand-
wich and is directed towards the solvent. The calcium binding
site is made up mainly of the region 100-108 of the amino
acid sequence which forms a loop and a short one-turn o-
helix. The side chains of Aspl100, Asn107 and Asnl108 partic-
ipate in the co-ordination of calcium together with the main
chain carbonyl of Thr104 (Table 2). A fifth contact is estab-
lished by the carbonyl main chain group of Tyr36 which is
located on a neighbouring loop. When this calcium-bound site
is compared to the calcium-free one, in three out of four
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Fig. 1. A: Tetrameric structure of the PA-IL/galactose complex with stick representation of galactose and cpk representation of the calcium
ions. Sulphate and MPD molecules are also represented. B: Comparison of the calcium binding site in the calcium-free (left) and in the metal-
bound (right) (PDB code 1L7L) structures. Hydrogen bonds are represented as dashed green lines and co-ordination contacts as solid orange
lines. Calcium ions and water oxygens are represented by violet and red spheres, respectively. C: Representation of monomer A of the PA-IL/
galactose complex showing one sheet in blue, one sheet in pink and the helix in yellow, together with the final sigma weighted 2F,—F; electron
density map (contoured at 1.06) around the galactose residue. D: Stereo view of the calcium and galactose binding sites in the crystal structure.
Color coding as in B. Molecular drawings in all figures were prepared with MOLSCRIPT [35] and RASTER-3D [36].

monomers of the calcium-free crystal structures a water mol-
ecule replaces the calcium ion (Fig. 1B). The oxygen atom of
this water is within hydrogen bonding distance of four of the
calcium ligands. The only significant difference appears in the
Asn107 side chain which is not involved in the hydrogen bond
network and adopts a different orientation.

In the structure obtained by co-crystallising PA-IL and ga-

lactose in the presence of calcium and magnesium, electron
density is observed at the metal binding site. It has been
attributed to calcium, based on the values of B-factors, and
also on the fact that calcium was observed at high resolution
[20]. Electron density corresponding to monosaccharides is
clearly identifiable in contact with each calcium ion (Fig.
1C). The galactose ligand adopts the classical “C; pyranose
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Table 2
Characteristics of the calcium and galactose binding sites

Atom 1 Atom 2 Distance (A)*
Co-ordination of calcium ion

Ca Tyr36.0 2.37 (9)
Ca Aspl100.0D2 2.46 (6)
Ca Thr104.0 2.29 (3)
Ca Asnl07.0D1 2.45 (4)
Ca Asnl108.0D1 241 (8)
Gal.O3 Ca 2.47 (3)
Gal.O4 Ca 2.50 (2)
Hydrogen bonds between PA-IL and Gal

Gal.02 Asnl07.ND2 3.07 (6)
Gal.O3 Asnl107.0D1 298 (4)
Gal.O4 Aspl100.0D1 2.60 (3)
Gal.O4 Asp100.0D2 2.97 (1)
Gal.06 His50.NE2 2.76 (7)
Gal.O6 GIn53.0El 2.70 (6)
Hydrogen bonds with conserved water molecules
Gal.Ol Watl 3.1 (1)
Gal.02 Wat2 2.7 (1)
Gal.O2 Wat2 28 (3)
Gal.03 Wat3 2.7 (1)
Gal.O6 Wat4 2.79 (3)
Bridging water molecules

Wat4 Pro51.0 2.73 (7)
Wat4 GIn53.N 295 (2)
Hydrophobic contacts

Gal.Cl Tyr36.CD 4.01 (7)
Gal.C2 Tyr36.CD 413 (2)
Gal.C4 Thr104.CB 3.71 (3)
Gal.C6 Vall01.CG2 3.78 (3)

2Average value of the four monomers with standard deviation of
the last digit in parentheses.

ring shape. The B configuration is the only one to be observed
in monomer A whereas electron density indicates a significant
(c. 40%) proportion of o configuration for galactose in the
three other monomers. Interactions between galactose and
protein include direct hydrogen bonds and hydrophobic con-
tacts but also interactions bridged by either the calcium ion or
one water molecule (Table 2). Two oxygen atoms of galactose,
ie. O3 and O4, are involved directly in the co-ordination
sphere of the calcium ion (Fig. 1D). Hydrogen bonds to the
sugar residues involve three regions of the protein. From the
calcium binding loop (100-108), Aspl00 establishes contact

A B

viol
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with O4 of galactose and Asnl07 forms hydrogen bonds
with O2 and O3, while VallOl and Thr104 are involved in
hydrophobic contacts. Tyr36, also participating in co-ordina-
tion of the calcium ion through its carbonyl backbone oxygen,
makes hydrophobic contact with C2 of galactose. Another
part of the same long loop (36-64) interacts specifically with
the O6 hydroxymethyl group that establishes hydrogen bonds
with His50, GIn53 and one water molecule making a bridge to
the protein backbone. Several other water molecules are in
contact with hydroxyl groups O2, O3 and O4. Altogether,
four water molecules are conserved in the four binding sites
of the asymmetric unit as listed in Table 2.

The PA-IL sequence does not present any significant sim-
ilarity to any other protein. The monomer fold is related
structurally to a B-sandwich family fold described as galactose
binding domain-like in the SCOP database [28], although PA-
IL represents a truncated form of this fold lacking one of the
N-terminal strands. This family contains, among others, sev-
eral lectins and carbohydrate binding domains, none sharing
similarity with those of PA-IL. This fact is not surprising,
since it has already been shown that even carbohydrate bind-
ing modules from common ancestors may display different
locations of their sugar binding sites [29].

Calcium-mediated recognition of galactose by lectins is well
characterised for several members of the C-type lectin family.
The carbohydrate binding domain of these animal lectins
shows specific calcium-dependent binding of various mono-
saccharides with dissociation constants in the mM range
[30]. The majority of C-type lectins can be divided into
p-mannose binding (also recognising D-glucose, L-fucose,
etc.) and D-galactose binding ones. The first complex with
galactose was obtained with the rat mannose binding protein
A (MBPA) that, after appropriate mutations, yielded the ga-
lactose binding mutant QPDWG [31]. Recently, TC14, a tu-
nicate galactose-specific C-type lectin from Polyandrocarpa
misakiensis, has been co-crystallised with p-galactose [32]. De-
spite the lack of similarity at the sequence or at the fold level,
the galactose binding mode of PA-IL shows a striking resem-
blance to each of these C-type lectins (Fig. 2). In all of them,
the galactose O3 and O4 hydroxyl groups participate in the
calcium ion co-ordination and O4 establishes a strong contact
with one Asp residue that participates in the co-ordination.

C

w100

Fig. 2. Comparison of the calcium and galactose binding sites in three different lectin crystal structures. A: PA-IL/BGal complex (this work).
B: MBPA (QPDWG)/BGal-O-Me complex (PDB code 1AFA) [31]. C: TC14/BGal complex (PDB code 1TLG) [32]. The galactose ring is shown

in the same orientation in the three binding sites.
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Since recognition of the axial orientation of O4 is an impor-
tant point for galactose specificity, this aspartate residue plays
a key role in the binding site.

PA-IL displays medium range affinity for p-galactose, with
an association constant (K,) of 3.4x10* M~ as reported
from an equilibrium dialysis study [11]. This 10-fold increase
in galactose affinity compared to that of C-type lectins could
be attributed to the additional strong interaction with O6 of
the sugar. PA-IL’s limited specificity for galactose does not
allow other monosaccharide binding, with the exception of
N-acetyl-p-galactosamine that can bind, albeit with a lower
affinity than galactose. The presence of a hydrophobic group
on the sugar anomeric position, in either o or B configuration,
enhances the affinity with the tightest binding obtained for
phenyl-B-thiogalactoside [11]. This result is in agreement
with the observed galactose binding mode, where only hy-
droxyl Ol and, to a lesser extent, O2 are exposed to the
solvent and are therefore free to carry substitution. PA-IL
binds to a large number of glycoproteins [13] and glycosphin-
golipids [12,15]. Amongst them, the glycoconjugates contain-
ing terminal non-substituted oGall-4Gal disaccharide, i.e. the
human Pk blood group, present on either red blood cell gly-
cosphingolipids or pigeon egg white glycoproteins [33], and
aGall-3Gal disaccharide, the xeno-antigen present on non-
human tissues, are bound most strongly by the lectin. These
two disaccharides together with melibiose, aGall-6Glc, inhib-
it the binding of PA-IL to glycoconjugates. Further studies
are needed to determine if other galactose-containing ligands
such as asialo-GM1 and GM2 and Lewis oligosaccharides
that were reported to be present in the lungs of cystic fibrosis
patients [4,34] could act as high affinity receptors for PA-IL.

The determination of the crystal structures of the two solu-
ble lectins of P. aeruginosa in complex with their monosac-
charide ligands gives hope for the future design of anti-adhe-
sive carbohydrate-based therapeutics. The two lectins do not
seem to be evolutionarily related even though they both adopt
a jelly-roll fold. More interestingly, they both use calcium for
carbohydrate binding. In PA-IIL the two calcium ions are
associated with high affinity (micromolar range) and a wide
range of different monosaccharides that are able to bind. In
contrast, in PA-IL, calcium together with a unique network of
hydrogen bonds generates a binding site endowed with high
specificity for galactose. PA-IL’s narrow specificity, together
with its unique sequence, makes this protein an attractive
target for drug design.
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7. Lalectine bactérienne PA-IL de Pseudomonas aeruginosa

Chapitre 7
La lectine bactérienne CV-IIL de Chromobacterium
violaceum

7.1 Introduction

Dans le deuxieme chapitre on a vu que la recherche de séquences similaires a PA-IL et PA-
IIL dans les génomes de nouveaux microorganismes a permis I’identification de certains
genes ayant une forte similariteé.

Chromobacterium violaceum est une protobactérie qui habite souvent les eaux, le sol et la
vegetation des régions tropicales et sub-tropicales. Le séquengage de son génome, complété
en 2004 (Alves de Brito 2004), a mis en évidence une grande richesse génomique et une
adaptabilité remarquable, qui se traduisent par un potentiel biotechnologique important. Bien
gue considéré comme un microorganisme saprophyte, C. violaceum est aussi un agent
pathogene, responsable de cas de septicémie opportuniste dont I’évolution est souvent fatale.
De par sa virulence et sa résistance innée aux antibiotiques, C. violaceum est considérée
comme un pathogéne émergent dans les régions tropicales et sub-tropicales de la planéte.

L’ analyse des ORF a montreé la présence d’une gene Q7NX84 codant une protéine ayant une
identité de séquence de 60% avec PA-IIL de P. aeruginosa et RS-1IL de R. solanacerum.
Cette protéine, nommée CV-IIL, a été récemment purifiée a partir d’une culture bactérienne.
Il s’agit d’une lectine qui montre une haute affinité pour le fucose et le mannose (Zinger-
Yosovich 2006). Dans le travail présenté dans ce septiéme chapitre on a produit la CV-IIL
recombinante dans E. coli et résolu sa structure tridimensionnelle en complexe avec ses
ligands. La thermodynamique de la reconnaissance a été étudiée par microcalorimétrie de
titration. Les résultats de ce travail sont une contribution importante dans I’étude de cette
importante classe de lectines bactériennes.

7.2 Reésultats
La lectine recombinante CV-IIL exprimée dans E. coli a été purifiée par chromatographie
d’affinité et cristallisée en présence d’a-Me-mannoside et d’o-Me-fucoside. Sa structure

tridimensionnelle, résolue a tres haute résolution, a montré un mode de reconnaissance
identique a celui de PA-IIL et RS-IIL, avec la présence de deux ions calcium en interaction
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avec le sucre. Cependant, la force de I’interaction avec ces ligands, étudiée par ITC et test
ELLA est un consensus entre la PA-IIL, spécifique pour le fucose, et la RS-1IL, spécifique
pour le mannose. De plus, la forte affinité de CV-IIL semble étre guidée par une contribution
entropique favorable, ce qui est assez rare parmi les interactions lectine-sucre. La mesure de
la capacité calorifique a montré une compensation entre enthalpie et entropie en fonction de la
température qui conduit a une affinité tres stable pour une gamme de température élevée.
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ABSTRACT. The purple pigmented bacteriu@hromobacteriunviolaceumis a dominant component of
tropical soil microbiota that can cause rare but fatal septicaemia in humans. Its sequenced genome provides
insight into the abundant potential of this organism for biotechnological and pharmaceutical applications
and allowed an ORF encoding a protein that is 60% identical to the fucose binding lectin (PA-IIL) from
Pseudomonas aeruginosad the mannose binding lectin (RS-IIL) froRelstonia solanacearuno be
identified. The lectin, CV-IIL, has recently been purified frot violaceum [Zinger-Yosovich, K.,
Sudakevitz, D., Imberty, A., Garber, N. C., and Gilboa-Garber, N. (20@6jobiology 152 457-463]

and has been confirmed to be a tetramer with subunit size of 11.86 kDa and a binding preference for
fucose. We describe here the cloning of CV-IIL and its expression as a recombinant protein. A complete
structure-function characterization has been made in an effort to analyze the specificity and affinity of
CV-IIL for fucose and mannose. Crystal structures of CV-lIL complexes with monosaccharides have
yielded the molecular basis of the specificity. Each monomer contains two close calcium cations that
mediate the binding of the monosaccharides, which occurs in different orientations for fucose and mannose.
The thermodynamics of binding has been analyzed by titration microcalorimetry, giving dissociation
constants of 1.7 and 18M for a-methyl fucoside and-methyl mannoside, respectively. Further analysis
demonstrated a strongly favorable entropy term that is unusual in carbohydrate binding. A comparison
with both PA-IIL and RS-IIL, which have binding preferences for fucose and mannose, respectively,
yielded insights into the monosaccharide specificity of this important class of soluble bacterial lectins.

Chromobacteriunviolaceumis a free-living bacterium kanoate polymers that could be useful in the production of
commonly found in the aquatic habitats of tropical and biodegradable plastics and cyanide that can be used to
subtropical regions of the world. Its most visible character- enhance gold recovery. The bacterium also has potential
istic, noticed at the end of 19th century, is the production of applications in bioremediation since it can degrade haloge-
a deep violet pigment named violaceR).(This compound nated compounds. Due to the prospective biotechnological
is of great interest because of its antibiotic activity against applications, the genome Gf. violaceumstrain ATCC 12472
several tropical pathogens, includidMycobacterium tuber- ~ was fully sequenced and annotaté&jl. (

culosis Trypanosoma cruzand severaleishmanisspecies Although C. violaceumis considered as a saprophyte, it
(3). Besides violacein and some related antibioti€s, s also an occasional pathogen of humans and animals and
violaceumproduces many other compounds of pharmaceuti- may cause fatal septicaemia from skin lesions with many
cal or biotechnological interesti such as polyhydroxyal-  liver and lung abscesses. Most cases of human infection

occur either early in childhood or in immunocompromised

T This work was supported by the Ministry of Education (Contract individuals €). The high mortality rate of the mfepnons, once
MSM0021622413) and the Grant Agency of Czech Republic (Contract declared, can be related to the unusual resistance of the
204/03/H016), by CNRS, by the French Ministry of Research ACI bacteria to antibiotics7|.

Microbiologie program, and by Mizutani Foundation for Glycosciences. . .

#The atomic coordinates and structure factors (entries 2BOI and Comparison of theC. violaceumORFs to those of other

2BV4) have been deposited in the Protein Data Bank. free-living bacteria from soil reveals that 17.4% are most

+;;%‘é‘g‘;%S%OVfiaeﬁsF’s?g‘i‘;g‘é%Szh&“'d be _?C_idgésst;é Al telephone, closely similar to ORFs of the bacterial phytopathogen
- ) - , €e-mall, Imoer cermav.cnrs.ir. .
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michaw@chemi.muni.cz. nas aeruginosg9), which causes opportunistic infections
ﬁ Masaryk University. ) in humans. A high percentage of ORFs (9.75%) also are quite
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R. solanacearunandP. aeruginosagenomes, one encodes
the putative protein Q7NX84 that is similar to PA-IHthe
lectin with a preference for fucose iB. aeruginosa(1l),
and to RS-IIL, the lectin with mannose preferenceRn
solanacearun{l12). PA-IIL is a calcium-dependent tetrameric
lectin with an unusually high affinity for fucose and fucose-
containing glycoconjugatesl®, 14) and is involved in
adhesion and biofilm formatiorif). The putative lectin from
C. violaceum named CV-IIL, is 113 amino acids long
(without the initiating methionine), and its sequence is 60
and 62% identical with the sequences of PA-IIL and RS-
IIL, respectively (6).

The production and properties of native CV-IIL have
recently been described)( The lectin is produced as a
quorum sensing-driven secondary metabolite, appearing
concomitantly with violacein, and its formation is repressed
in the N-acyl homoserine lactone-deprived CV026 mutant.
CV-IIL was purified on a mannoseSepharose column as a
tetramer with a subunit size-(11.86 kDa) similar to those
of PA-IIL (11.73 kDa) and RS-IIL (11.60 kDa). CV-IIL is
able to agglutinate blood group O erythrocytes and has the

Biochemistry

Cloning and Production of Recombinant CV-lIThe
following oligonucleotides were used as primers:ARG
AGT TCA TAT GGC TCA GCA AGG CG-3(26-mer) and
5'-GCG AAG CTT CAG CCC AGC GG-3(20-mer). The
former was designed for the introduction of Ndel and the
latter for Hindlll restriction sites (underlined sequences),
respectively. PCR was performed using Pfu polymerase
(Promega) and genomic DNA fro@. violaceumCCM 2076
= ATCC 7461 obtained from the Czech Collection of
Microorganisms (CCM, Masaryk University) as a template.
After digestion with Ndel and Hindlll, the amplified frag-
ment was introduced into the multiple cloning site of the
PET-25(bt) vector (Novagen, Madison, WI), resulting in
plasmid pET25cv2l.

E. coli Tuner (DE3) cells containing the pET25cv2I
plasmid were culturechil L of Luria broth at 377C. When
the culture reached an optical density of-6(®b6 at 600 nm,
isopropyl-p-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to a
final concentration of 0.5 mM. Cells were harvested after
incubation fo 3 h at 30°C, washed, and resuspended in 10
mL of buffer [20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, and 100

following monosaccharide affinities that are very similar to #M CaCk (pH 7.5)]. The cells were disrupted by sonication

those observed for PA-lIL:L-fucose (Fuc)> p-arabinose
(Ara) > p-fructose (Fru)> p-mannose (Man) (while RS-
IIL has a preference for mannose).

The high resolution X-ray crystal structure of PA-IIL has
helped to clarify the atomic basis for the unusually high
affinity between the lectin and the monosaccharide that
appears to be related to the presence of two calcium ions in
the sugar binding sitel{y, 18). Further structural character-
ization of PA-IIL complexed with other monosaccharides
demonstrated that-mannose mimics-fucose in the binding
site, albeit with a different orientation of the sugar ring that
presents the hydroxyl groups isosterically in the binding site
(19). Comparison with the crystal structure of the RS-HL
a-Me-mannoside complex demonstrated that a stretch of
three amino acids in the binding site may be responsible for
the preference for fucose over manno26)(

In this study, CV-IIL was produced in its recombinant
form in Escherichia coliSpecificity toward different monosac-
charides was investigated by enzyme-linked lectin assay
(ELLA) methods. The unusual thermodynamics of binding
was investigated using isothermal titration microcalorimetry
(ITC), while the molecular basis was investigated by
determining two X-ray crystal structures of CV-IIL in
complex with methylo.-L-fucopyranoside (Mex-Fuc) and
methylo.-D-mannopyranoside (Me-Man). Comparison with
the thermodynamic and structural characteristics of related
P. aeruginosaandR. solanacearuntectins is discussed.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials. All monosaccharides used in this study were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) except Me-
o-Fuc which was purchased from Interchim (Montuag
France).

1 Abbreviations: CV-IIL, lectin 1l fromC. violaceum PA-IIL, lectin
Il from P. aeruginosaRS-IIL, lectin Il from R. solanacearumAra,
p-arabinose; Fuci-fucose; Man,p-mannose; Mex-Fuc, a-methyl
L-fucopyranoside; Mex-Man, a-methyl b-mannopyranoside; ELLA,
enzyme-linked lectin assay; ITC, isothermal titration microcalorimetry.

(Soniprep 150, Schoeller Instruments). After centrifugation
at 1000@ for 1 h, the supernatant was further purified on a
D-mannose-agarose column (Sigma-Aldrich). The CV-IIL
lectin was loaded onto the column in the equilibrating buffer
[20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, and 10@M CaCk (pH
7.5)] and then was eluted with the elution buffer [20 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 100uM CaChk, and 0.1 M
p-mannose (pH 7.5)]. The purified protein was dialyzed
against distilled water for 1 week (for the removal of
D-mannose), concentrated by lyophilization, and stored at
—20°C.

Cloning and Production of Recombinant RS-Mhers2|
gene was amplified by PCR using genomic DNA from the
R. solanacearunATCC 11696 strain using the following
primers: GAG ATT CAC TCC ATATGG CTC AGC AAG
GTG and CAA AGC TTG GGA ACC GAT CAG CCC
AGC. The resulting PCR product was digested with Ndel
and Hindlll (underlined sequences correspond to their
recognition sites), and the insert was subcloned into&he
coli pRSET A expression vector (Novagen) that was digested
similarly. Cells harboring the pRSE32| plasmid were
grown in LB broth containing 10@g/mL ampicillin at 37
°C. Recombinant RS-IIL was further produced and purified
as described above for CV-IIL.

Production of Recombinant PA-IIRecombinant PA-IIL
was purified from E. coli BL21(DE3) containing the
pET25pa2l plasmid as described previousl$)(

ELLA Experiments€Enzyme-linked lectin assays (ELLAS)
were performed as described previously)( Briefly, 96-
well microtiter plates (Nunc Maxisorb) were coated with
recombinant CV-IIL (30ug/mL) in carbonate buffer (pH
9.6). Plates were blocked with 3% BSA in PBS and incubated
with L-fucose-biotinylated PAA (Lectinity Holding, Inc.) at
5 ug/mL in the presence of serial dilution of tested sugars.
Streptavidin-peroxidase conjugate (Boerhinger-Mannheim,
Mannheim, Germany) was then added, and the color was
developed using the substrate kit for peroxidase, Sigma Fast
OPD (Sigma-Aldrich). The reaction was stopped by adding
30% H.SO,, and the absorbance was read at 490 nm in a
microtiter plate reader (Bio-Rad, model 680).
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ITC Analysis. Titration calorimetry experiments were ACORN (23), using the positions of four calcium ions in
performed using a Microcal (Northampton, MA) VP-ITC the asymmetric unit as a starting point. The positions of the
microcalorimeter. All titrations were made in 0.1 M Tris- calcium ions were determined by molecular replacement
HCI buffer containing 30uM CaCl (pH 7.5) at 25°C. using MOLREP 24) and the PA-IIL (PDB entry 1GZT)
Aliquots of 10uL of each carbohydrate, dissolved in the monomer as the search model. The two chains were traced,
same buffer, were added at 5 min intervals to the lectin and a first solvent model was made automatically by ARP/
solution present in the calorimeter cell. In the titrations, the Warp 5) using the ACORN experimental phases. Refine-
protein concentration in the cell varied from 0.045 to 0.075 ment of the model was performed with REFMAQG]

mM and from 0.1 to 0.25 mM for Me-Fuc and Mee- combined with manual rebuilding with Q7). For the final
Man, respectively. The sugar concentration in the 260 stages of refinement, anisotrogiefactors were used for all
syringe was 1620 times higher than the protein concentra- atoms. Alternative conformations were inserted where neces-
tion used in the experiment (typically G-40.7 mM for the sary and their occupancies estimated according to the refined
high-affinity ligands, Mee-Fuc and Mee-Man for CV-IIL B-factors. The data collection and refinement statistics are
and RS-IIL, and 1.#3.5 mM for the low-affinity ligand, listed in Table 1.

Me-o-Man for CV-IIL). The temperature of the cell was kept

at 25+ 0.1 °C. Experiments for the evaluation of heating RESULTS

capacity were performed using similar conditions. Aliquots ) L ) )

of 15 and 1QuL of 0.3 mM Me-a-Fuc were added at 5 and Expressmn and Purification pf Recoml_)mant Proteins.
8 min intervals for CV-IIL and PA-IIL, respectively, to the ~USiNg the pET25cv2l expression plasmid, CV-IIL was
lectin solution present in the calorimeter cell. Data were €XPressed iik. coliTuner (DE3) with a typical yield of-30
collected at temperatures varying from 5 to°45 Data from M9 of purified CV-IIL per liter of culture. The resulting

a control experiment performed via identical injections of Protein was purified by affinity chromatography and moved
monosaccharide into the cell containing only a buffer were S @ sharp band of11 kDa. Mass spectrometry analysis
subtracted prior to data analysis. Integrated heat effects werg-Onfirmed the molecular mass of 11.841 kDa, corresponding
analyzed by nonlinear regression using a single-site binding!© the CV-lIL amino_acid sequence lacking the initial
model (Microcal Origin 7). Fitted data yielded the association Methionine residue. The expression level of RS-IILEn
constant K.) and the enthalpy of bindingAH). Other cqh was I_ower_than those obtamed_ ywth the _other Igctlns
thermodynamic parameters, i.e., changes in free en&@y ( with a typical yield of~10 mg of purified protein per liter

and entropy 4S), were calculated from the equation of culture. However, the protein was found to be less stable
’ than PA-IIL and CV-IIL, and only basic thermodynamics
AG= AH — TAS= —RTInK, characterization could be carried out.
Monosaccharide Specificity of Recombinant CV-HLLA
whereT is the absolute temperature aRd= 8.314 J mot* experiments conducted on recombinant CV-IIL confirmed

K1 At least two independent titrations were performed for that it has the same activity and the same binding preference
each ligand that was tested. Linear regression analysis ofas the wild-type protein studied by the inhibition of haemag-

enthalpy data versus temperature was used for calculationglutination (). The assays confirm that Fuc is superior to
of the heat capacityACy). Ara, Man, or Fru for binding but that the differences are

Crystallization.Lyophilized CV-IIL was dissolved in pure ~ small, and therefore, all these free monosaccharides can be

water at a concentration of 7 mg/mL in the presence of salts described as good ligands for CV-IIL (Table 2). The affinity
(CaCh and MgCh, 2 mM) and sugars (Me-Fuc or Me- is stronger for the methyl derivative of fucose, as commonly
a-Man, 5 mM). The protein was crystallized by vapor observed in proteincarbohydrate interactions. A comparison
diffusion using the hanging drop method. Initial Crysta”iza_ with the data obtained with PA-IIL indicates that both lectins
tion trials were performed with the Jena Bioscience PEG8000 bind preferentially to Fuc but that PA-IIL has a much
screen, which clearly indicated PEG 8000 in combination Stronger preference for monosaccharides with.tigalacto
with inorganic salts as the starting conditions. Optimization configuration (i.e., Fuc and Ara). While the affinity of PA-
of the initial conditions resulted in well-formed single crystals !IL for the latter is 200-fold higher than for the-manno
growing in 1 week from 2.&L of the protein sample mixed ~ configuration (i.e., Man and Fru), the affinity of CV-IIL for
with 2.5 uL of 10% PEG 8000 and 0.1 M (Nf%SQ,. For  them is only 6 times higher.
crystallization of the Mex-Man complex, NaCl was used Crystal Structures of CV-Il=Monosaccharide Complexes.
instead of (NH),SO,. For data collection, the crystals were The crystal structures of CV-IIL in complex with both Me-
soaked in mother liquor containing 30% glycerol for as little a-Fuc and Mee-Man contain two monomers of 113 amino
time as possible and flash-cooled in liquid nitrogen. acids per asymmetric unit, together with four’Cans and
Data Collection and Structure DeterminatioAtomic- two sugar residues. The overall topology of one monomer
resolution diffraction data were collected at ESRF beamline is that of a nine-stranded antiparalfsandwich consisting
ID14-2 to 1.1 A for the Mea-Fuc complex and to 1.0 Afor  of two sheets, one with four strands and one with five. The
the Mewo-Man complex. Diffraction data were processed dimeris made around a pseudo-2-fold axis of symmetry that
with MOSFLM (21) and scaled and converted to structure brings the hydrophobic face of ong-sheet into close
factors using the CCP4 program sui2), Both crystals association with its counterpart. Dimers associate to form
belong to space group2;2,2 with two protein molecules tetramers by a 2-fold axis of symmetry, creating ball-shaped
in the asymmetric unit. Two successive passes at low andstructures (Figure 1) that are very similar to those described
high resolution, using one crystal, were collected and mergedpreviously for the soluble lectins frofR. aeruginosa(17)
together. The phases for the structure were determined withand R. solanacearun(20).
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Table 1: Statistics for Data Collection and Refinement

CV-IIL —Me-o-Fuc

CV-lIL—Me-o-Man

PDB entry 2BOI 2BV4
beamline ID14-2 ID14-2
wavelength (A) 0.934 0.934
resolution range (A) 34.4061.100 23.200-1.000
(1.129-1.100% (1.026-1.000%}
space group P2:2:2 P2:2,2
a(h) 51.09 50.68
b (A) 89.84 89.50
c(A) 46.48 46.48
total no. of observations 712652 (44825) 802154 (23973)
no. of unique reflections 87549 (6366) 114226 (7874)
completeness 100.0 (10070) 99.6 (94.4%
Rmerge(%0) 7.4 (30.0% 6.0 (44.0%
M/o(1)O 17.9 (5.6% 17.6 (2.0%
multiplicity 8.1 (7.0% 7.0 (3.0%
ACORN phasing statistics
correlation coefficient 0.44 (66947 0.42 (88443
R-factor 0.41 (66947 0.45 (88443)
refinement
Reryst (%) 10.2 (12.09 10.7 (26.0
Riree (%) 11.7 (13.7 12.3(26.13
rms deviation
bonds (A) 0.014 0.014
angles (deg) 1.634 1.745
solvent content (%) 45 45
estimated coordinate error based 0.012 0.011
on maximum likelihood (A)
averageB-factor for main chains/ 6.1/8.3/18.3 6.5/8.8/19.4
side chains/others ¢
no. of Ramachandran outliers 0 0
no. of amino acids modeled 20 26

with alternative conformations

aValues in parentheses refer to the highest-resolution shelimber of medium E reflections.

Table 2: Inhibitory Concentration of Various Carbohydrates Giving ~POSition for O3 that participates in the coordination sphere
50% Inhibition of Binding of CV-IIL or PA-IIL to of both. These three hydroxyl groups also establish numerous

L-Fucose-PAA-Biotin in a Microtiter Plate Assay hydrogen bonds with amino acids (Table 3 and Figure 1B).

CV-IIL PA-IIL Ring oxygen O5 receives a hydrogen bond from the
, backbone nitrogen of Ala23. One water molecule plays a
harid M)b t ICso (uM)® t
monosaccharide s (uM)” _potency M) potency special role by bridging O1 and O2 of Mefuc with the
M%{&;ch 14182 21'4 %‘3 i'6 backbone nitrogen atoms of two amino acids, namely, Thr97

p-arabinose 197 055 67 0.09 and Asp98. Hydrophobic contacts are limited to the methyl

Me-a-Man 600 0.18 nél ncd group at C5 that lies in a shallow hydrophobic pocked limited
p-mannose 700 0.16 1400 0.0043  py the side chains of Ala23 and Thr45.
p-fructose 860 0.13 1650 0.0036

— Although the orientation of M@-Man in the other CV-
a Standard deviations are smaller than 15% except for the PA-IIL

mannose experiments (23%).Cs, values were determined from liL complex is completely different from that of Me-Fuc,

inhibition curves. Each value represents the mean of at least three@ VEry Similar network of hydrogen bonds is established
independent measuremerit®otency is the reciprocal of the inhibiting ~ (Table 3 and Figure 1C). O3 and O5 of MeMan are in

concentration relative to fucose (taken to be 190yot determined. the same position as those of MeFuc, but O2 takes the
place of O4 (and vice versa) and C5 the place of C1. As a
In the complexes of CV-IIL with Mex-Fuc and Mee.- result, 04, O3, and O2 are involved in calcium coordination

Man, two C&" ions and one sugar residue can be clearly and hydrogen bonds with the protein. The trapped water
observed in each binding site. All amino acids involved in molecule observed in the Me-Fuc complex is conserved
calcium binding are strictly conserved among PA-IIL, RS- and connects the O4 atom to the backbone of Thr97 and
IIL, and CV-IIL, and the two close G4 ions are bound in  Asp98. O1 and its methyl group are not involved in any
a similar manner. This binding involves the “calcium binding contacts. Interestingly, the interaction of MeMan with CV-
loop”, via the side chains of Glu94, Asp98, Asp100, Asn102, IIL does not involve any detectable hydrophobic contacts,
and Asp103, a second loop through the side chain of Asn21,which is particularly unusual in protetrcarbohydrate in-
and also the acidic group of the C-terminal Gly113 of the teractions. The hydroxymethyl group at C5 is observed in
other tightly associated monomer (Figure 1). the three staggered conformations that have been demon-
The electron density of each bound sugar is shown in strated to occur in monosaccharides with thxnanno
Figure 2. In the CV-lIl-Me-a-Fuc complex, three of the  configuration either in crystal structure28j or in solution
hydroxyl groups, namely, O2, O3, and O4, participate (29).In monomer A, electron density indicates the occurrence
directly in the coordination of the Gaions, with a special  of bothgt (gauche-transreferring to O5 first and C4 second)
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Ficure 1: Graphical representation of CV-ltmonosaccharide complexes. (A) Orthographic views of the tetramer of CV-IIL (ribbon)
complexed with Mea-Man (sticks) and calcium ions (CPK). (B) Stereoscopic representation of the binding site in the €Mdx-Fuc

complex. Coordination bonds and hydrogen bonds are represented with violet and yellow dashed lines, respectively. (C) Stereo representation
of the binding site in the CV-IIEMe-a-Man complex. The alternative conformation of O6 of mannose and Ser22 are colored green.
Molecular drawings were prepared with MOLSCRIP39) and RASTER-3D 40).

tg conformations bring O6 out of the binding site, thg
orientation directs O6 toward the floor of the site, creating
a hydrogen bond with both the backbone of Ala24 and the
acidic side chain of Asp95. Interestingly, tlgg orientation

is correlated with an alternative conformation of Ser22 since
it brings 06 of Meei-Man to the position normally occupied
by the hydroxyl group of this amino acid.

Thermodynamics of BindingThe result of a typical
titration calorimetry measurement is shown in Figure 3. The
results exhibited a monotonic decrease in the exothermic heat

- of the binding until saturation is achieved. The values of
FIGURE 2: o-weighted F, — F. electron density map contoured binding affinity K, binding enthalpyAH, and stoichiometry
at 1o around (A) Mee-Fuc in the CV-IIL—Me-a-Fuc complex  per monomem have been obtained by fitting a classical
and (B) Mea-Man in the CV-liL—Me-a-Man complex. equation for single-site binding3Q). The thermodynamic
and gg conformations, whereas in monomer B, tpgand parameters, free energy, and entropy of binding (and
tg conformations are observed. These different conformationsAS) were calculated as indicated in Experimental Procedures.
generate different hydrogen bonding systems. \Wiland The affinity constants obtained here for binding of CV-IIL
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Table 3: Comparison of Contact Distances (in angstroms) in the Time (min)
CV-IIL Binding Site? -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130
Me-(x-FUC Me‘(X'Man 0.0 'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I_
- - - . VVVVVVV vYyvY
Calcium Coordination 1 WW 1
Cal 02 251 04 2.55 0.1 w i
Cal 03 2.46 03 2.49 |
Ca2 03 2.48 03 2.47 o 02 |
Caz2 04 2.51 02 2.53 o
Hydrogen Bonds T -034 -
Asp95 OD1 02 2.63 04 2.61 S ]
Asp98 OD1 03 2.56 03 2.55 044 |
Asp98 OD2 03 2.97 03 2.99
Asp100 OD1 03 2.92 03 291 05 A -
Aspl100 OD2 03 2.98 03 2.99 )
Asp103 OD2 03 3.01 03 2.99 L A B B
Asn21 O 04 3.03 02 3.00
Gly113* OXT® 04 2.56 02 2.58 0 T
Ala23 N 05 3.04 05 2.99 €
Ala24 N Oo6gg® 3.03 5
Asp95 OD2 O6g¢e 2.7 2L 5 |
Asp95 OD1 o6igf 2.72 E
Wat_¥ 02 3.09 04 2.88 o
Wat_1 o1 3.04 3.05 %
Wat_2 O6A-gt? 2.87 £ -4 _
Hydrophobic Contacts s
Ala23 CB Chue 3.85 Cle 3.99 x B
Thr45 CG2 Chie 3.84 Che 3.85 5 R —
a Distances given are means from the distances observed in the two 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
independent molecules in the asymmetric uhithe C-terminal residue Molar Ratio

from the neighboring monometWater bridging Thr97 NH and Asp98 L . ) o
NH. @ Water bridging Asn69 ND2 06-gg has 30% occupancy in chain ~ FIGURE 3: Titration microcalorimetry results for binding of Me-

A and 70% in chain B O64g has 30% occupancy in chain BO6- a-Fuc (0.4 mM) to CV-IIL (40uM) in 0.1 M Tris buffer (pH 7.5)
gt has 70% occupancy in chain A. with 30uM CaCb. (A) Data obtained from 30 automatic injections

(10 uL) of Me-a-Fuc each into the CV-IlIL-containing cell. (B)

¢ harid in th . | ith th Plot of the total heat released as a function of total ligand
0 monosaccharides are in the micromolar range, wi € concentration for the titration shown in panel A. The solid line

highest-affinity ligand being Me=Fuc with a dissociation  represents the best least-squares fit for the obtained data.
constant of 1.7 107 M (Table 4), much better than those

usually observed for classical lectioligosaccharide interac-  |ectin—carbohydrate interaction83). The same ITC mea-
tions 31). The 11-fold difference between the affinity for surements performed on PA-IIL showed a similar temper-
Me-a-Fuc and that for Mex-Man is in agreement with the  ature dependence iAH, with binding becoming more
relative inhibitory potencies calculated from the ELLA exothermic with increasing temperatures and significantly

experiments. . ~nonlinear above 30C. This can be explained by PA-IIL
PA-lIL was demonstrated before to also have high affinity denaturation at the highest assay temperatures with the
for fucose (8) and fucose-containing oligosaccharid@4)(  unfolding process heat adding to the binding process heat.

When compared to PA-IIL, CV-IIL exhibits a slightly lower  The strong negative decline in enthalpy is compensated by
affinity for Me-a-Fuc, but in contrast, it is better adapted to - higher unfavorable entropy values, resulting in almost stable
accommodate Me-Man in its binding site (Table 4). The  free energy values. The resulting heating capacity of PA-
main differences between both protessugar interactions j_ calculated from the linear part of the curve (from 5 to
are shown in the thermodynamic contributions. The binding 55 <) gives a value 0f-258 J mot* K1 (Figure 4).
of methyl glycosides to CV-IIL is enthalpy-driven, with a
AH of approximately—30 kJ/mol, but it also includes a
strong favorable entropy contributioAS ~ 10 kJ/mol)
that corresponds to 34 and 41% of the free energy of binding > ) ) . )
for Me-a-Fuc and Mee-Man, respectively. The interaction tion is obtalngd when the increase in solvent eptropy coming
of PA-IIL with Me-a-Fuc displays different characteristics from water driven out of the site is correlated _W|th_ a mlr_nmal
with a greater enthalpy contribution and a slightly unfavor- 0SS of conformational degrees of freedom in either ligand
able entropy term3?). or protein chains during binding. Chervenak and To@ (
Because of the peculiar characteristics of CV-teugar demonstr_ated that accurate valu_eﬁq, allow c_ietermlnatlon
interactions, further characterization of the thermodynamics ©f the different entropy contributions. Briefly, the total
was performed to determine the heat capacity changg)( entropy of. binding can bg conadgred as a sum of Iqsses in
of the interaction. ITC measurements performed at temper-configurational and cratic (rotational and translational)
atures varying from 5 to 45C demonstrated linear variations €ntropy and changes in solvation:
of both enthalpy and entropy contributions with temperature,
but with different signs (Figure 4). The variation in enthalpy AS= AS, t ASoniig T ASet T ASrans
yielded a negativé\C, value for CV-IIL of —335 J mof?
K~1 that is in agreement with values usually observed for AS,, can be expressed as follows:

The relative contributions of the different thermodynamic
parameters are more difficult to rationalize. The entropic term
is the sum of multiple effects. A favorable entropic contribu-
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Table 4: Thermodynamics of Binding of CV-IIL, PA-IIL, and RS-IIL to Mefuc and Mea-Man As Determined by ITC at 293K

Ka (x10*M™Y) Kp (uM) n —AG (kJ/mol) —AH (kJ/mol) TAS (kJ/mol)

CV-IIL

Me-o-Fuc 59.44+ 0.2 1.68+ 0.01 0.95+ 0.02 32.94+ 0.01 21.8+£ 0.2 11.1+0.1

Me-o-Man 5.440.6 1942 0.8940.03 27.0£0.3 17.8+:1.3 9.2+ 1.6
PA-IILP

Me-a-Fuc 235+ 8 0.434+0.01 0.77£0.03 36.4:0.1 41.3£1.0 —-494+1

Me-o-Man 1.424+ 0.05 71+ 3 0.94+ 0.01 23.7+ 0.1 17.8+ 0.4 —-5.94+0.3
RS-IIL

Me-a-Fuc nd

Me-o-Man 438+ 2 0.23+0.01 0.83+ 0.003 37.90.1 24.9+1.3 12.974+0.23

a Standard deviations calculated from three independent measurements for both Bgaatds from ref32. ¢ Value of <10* M~

307 Table 5: Entropic Contribution to the Binding of MeFuc to

CV-IIL and PA-IIL at 293 K

20 -
4 v A ACp AS A&olv AS:onfig
0 & (ImoFTKY) (ImoltK1) (ImoFtK-1) (JmoltKY
= T - . CV-IIL —335 46.3 85.8 —6.0
I N ettn ' Tral PAIIL  —258 -115 66.1 —44.0
2 { 10 20 30 40 50
-10 1 affinity for mannose), and RS-IIL, a mannose-binding lectin
1 (with a very low affinity for fucose). The preference of CV-
-20 4 IIL for fucose is only 6-fold stronger than that for mannose,

and it can therefore be described as a fucose/mannose-
binding lectin, i.e., with an intermediate specificity relative
to those of PA-IIL and RS-IIL. Alignment of their sequences,
as previously publishedlg), demonstrated that the amino
50 - - acids involved in calcium binding are strictly conserved,

] O~ whereas some differences are observed in the so-called
“monosaccharide binding loop” in the region of amino acids

Ficure 4: Comparison of the heat capacity plot for binding of CV- 20-25 (I_:@g_ure 5). The amino acids that seem to be crucial
IIL (filled symbols) and PA-IIL (empty symbols) to Me-Fuc. for specificity are Ser22 and Ser23 in PA-IIL, Ala22 and
The dependence of enthalpy on temperature is represented byAla23 in RS-IIL, and Ser22 and Ala23 in CV-IIL, which
squares together with the calculated variation of the free energy therefore appear also to be between PA-IIL and CV-IIL in
(circles) and entropy (triangles) of binding. terms of the degree of sequence similarity.
_ * The resolution of the RS-IlEmannose complex structure
ASion = AS' s 1+ AC, In(T/T*) resulted in the conclusion that the higher affinity for mannose
. ) is due to the S22A modification since Asp95 is not involved
WhergT s 1S the convergence temperature with no solvent hydrogen bonds to Ser22 and therefore is available for
contributions and is equal to 385.15 K\Sts,, covers bonding to O6 of mannose, yielding a higher affinigo),
protonation and electrostatic interactions and for lectingar However, the crystal structure of the CV-HMe-a-Man
interactions is considered f[o be ze_ro._Murphy and co-workers complex presented here demonstrates that O6 of mannose
(35) proposed that the cratic contribution, for the 1:1 complex ig apje 1o displace the OH group of Ser22 and to create the
WT 1M as the standard state, s equal—t63.5_J mot* same hydrogen bond as in the RS-HMe-o-Man complex.
K™ (see refs33 and 34 for details). On the basis of these  tpg g different mannose binding modes observed in the
calculationsASsqy and, subsequentipSonig were calculated oy crystal are displayed in Figure 5. In site A, O6 is
for CV-IIL —Me-o-Fuc and PA-ll.-Me-o-Fuc interactions, girected out of the site, because of the presence of the Ser22
respectively (Table 5). From these results, the entropy term Asp95 hydrogen bond, as observed in the crystal structure
due to the freezing of conformational freedom is significantly ¢ ihe PA IIL—mannose complext). In site B, the Ser22
hlgher for binding of l\_/lea-Man to PA'I,”‘ than to CV-IIL. hydroxyl group points in another direction and O6 can be
This may be due to slight differences in the sequence of the . rqqen hound to Asp95, as observed in the crystal structure
protein loops involved in the binding site, causing smaller of the RS-lIL—mannose complex2(). Our study confirms
losses of mobility due to shorter or less mobile residues, a”dthat high affinity for mannose car{ be achieved only by
might also be correlated to the presence of one glycine  tation of Ser22 to an amino acid that will not make any
residue in the carbohydrate binding loop of PA-IIL (Figure hydrogen bonds with Asp95. This opens the route for the
5). design of high-affinity mannose-specific lectins.
Entropy-Driven Binding of Fucosides in CV-IIL\While
DISCUSSION o , . o
the binding site of CV-IIL is very similar to that of PA-IIL
Molecular Basis for Fucoseersus Mannose Preference (Figure 5), the thermodynamics of binding is rather different.
in Soluble Bacterial LectinsThe CV-IIL structure belongs  The affinity of CV-IIL for Me-o-Fuc is 6-fold lower than
to a new family of soluble bacterial lectins that also includes that of PA-IIL (Table 4), corresponding to a free energy
PA-IIL, a fucose-binding lectin (with a 200-fold lower decrease 0f~10% (—33 kJ/mol vs—36 kJ/mol). However,

-30 4

-40 -

-60 4
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- PA-11L/friMan, { RS-11L/MeMan ~

D CV-IIL 20 VNSAATQ 25 93 SEDGTDMDYNDSI 105
PA-TIIL 20 ANSSGTQ 25 94 SEDGTDNDYNDAV 106
RS-IIL 20 ANAANTQ 25 93 SEDGTDNDYNDGI 105

Ficure 5: (A) Comparison of binding of Me=Fuc by CV-IIL and fucose by PA-IIL [PDB entry 1UZV1@)]. (B and C) Comparison of

binding of Me-a-Man in the two binding sites of CV-IIL, in the binding site of PA-IIL [mannose moiety of the trimannose in PDB entry
10VS (19)], and in the binding site of RS-IIL [PDB entry 1UQXQ)]. The accessible surfaces of the proteins have been calculated with
MOLCAD (41) and color-coded according to the electrostatic potential from blue for negative regions to red for positive ones. (D) Comparison
of sequences of the monosaccharide binding loop (residue2%0and the calcium binding loop (residues-94%5).

the difference is greater for the enthalpy contribution where  Heat Capacity.The negative heat capacity observed for
binding of Mewa-Fuc to CV-IIL is associated with an  CV-IIL results in a less favorable enthalpy of binding at low
enthalpy change of-22 kJ/mol, versus—42 kJ/mol for temperatures. Nevertheless, this is offset by a positive slope
binding to PA-IIL. Conversely, CV-IIL has a favorable for the change in theTAS contribution for increasing
entropy contribution of approximately11 kJ/mol at 25C, temperatures. The compensation of both enthalpy and entropy
which corresponds to one-third of the free energy of binding. terms results in a free energy of binding that is almost
This behavior is most unusual among leetoarbohydrate independent of temperature with values varying frei31
interactions that generally present a strong entropic barrierkd/mol at 5°C to —36 kJ/mol at 45°C, i.e., less than 10%
which can be attributed to either a limitation in the degrees variation in the scale of temperature variation that such an
of flexibility in the ligand (6) or solvent rearrangemerg7%). opportunistic organism can meet in its environment. This
At present, it is difficult to correlate the thermodynamics thermodynamic behavior could have evolved and be cor-
and structural differences observed for the binding of Me- related to the high adaptability df. violaceumto new
a-Fuc by CV-IIL and by PA-IIL, and further studies will be  environments and new hosg).(PA-IIL, from P. aeruginosa
required. another highly adaptable bacterium, was also previously



Biochemistry

demonstrated to have slightly higher agglutination activity

at high temperatures39).
measurement demonstrates that the PA-IIL
exhibits free energy values that are almost independent of

Indeed, the microcalorimetry

temperature, albeit with very different contributions of
enthalpy and entropy.

PA-IIL, RS-IIL, and CV-IIL represent three members of
a fascinating family of calcium binding lectins. As further

bacterial genomes are sequenced, more instances of this
family of proteins may be uncovered and lead to an improved
understanding of their causative role in infection and disease.

ACKNOWLEDGMENT

The help of Laurianne Rouet is acknowledged for ELLA

experiments. We thank the ESRF, Grenoble, for access to

synchrotron data collection facilities.

REFERENCES

1.

10.

11.

12.

Zinger-Yosovich, K., Sudakevitz, D., Imberty, A., Garber, N. C.,
and Gilboa-Garber, N. (2006) Production and properties of the
native Chromobacteriunviolaceumfucose-binding lectin (CV-
1IL) compared to homologous lectins Bseudomonas aeruginosa
(PA-IIL) and Ralstonia solanacearufiRS-I1L), Microbiology 152
457-463.

. Lecoq de Boisbaudran, M. (1882) Magecolorante se formant

dans la colle de faring;.R. Acad. Sci. 94562.

. Duran, N., and Menck, C. F. (200Qhromobacteriunviola-

ceum A review of pharmacological and industrial perspectives,
Crit. Rev. Microbiol. 27, 201—222.

. Stephens, C. (2004) Microbial Genomics: Tropical Treasure?

Curr. Biol. 14 R65—-R66.

. Brazilian National Genome Project Consortium (2003) The

complete genome sequence 6Ghromobacteriumuyiolaceum
reveals remarkable and exploitable bacterial adaptabiitpc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 10016606-11665.

. Richard, C. (1993)Chromobacteriumviolaceum opportunist

pathogenic bacteria in tropical and subtropical regi&usl. Soc.
Pathol. Exot. Ses Fil. 86169-173.

. Fantinatti-Garboggini, F., Almeida, R., Portillo, V. A., Barbosa,

T. A., Trevilato, P. B., Neto, C. E., Coelho, R. D., Silva, D. W.,
Bartoleti, L. A., Hanna, E. S., Brocchi, M., and Manfio, G. P.
(2004) Drug resistance i€hromobacteriunviolaceum Genet.
Mol. Res. 31134-147.

. Salanoubat, M., Genin, S., Artiguenave, F., Gouzy, J., Mangenot,

S., Arlat, M., Billault, A., Brottier, P., Camus, J. C., Cattolico,
L., Chandler, M., Choisne, N., Claudel-Renard, C., Cunnac, S.,
Demange, N., Gaspin, C., Lavie, M., Moisan, A., Robert, C.,
Saurin, W., Schiex, T., Siguier, P., Thebault, P., Whalen, M.,
Wincker, P., Levy, M., Weissenbach, J., and Boucher, C. A. (2002)
Genome sequence of the plant pathoBefstonia solanacearum
Nature 415 497-502.

. Stover, C. K., Pham, X. Q., Erwin, A. L., Mizoguchi, S. D.,

Warrener, P., Hickey, M. J., Brinkman, F. S., Hufnagle, W. O.,
Kowalik, D. J., Lagrou, M., Garber, R. L., Goltry, L., Tolentino,
E., Westbrock-Wadman, S., Yuan, Y., Brody, L. L., Coulter, S.
N., Folger, K. R., Kas, A., Larbig, K., Lim, R., Smith, K., Spencer,
D., Wong, G. K., Wu, Z., Paulsen, I. T., Reizer, J., Saier, M. H.,
Hancock, R. E., Lory, S., and Olson, M. V. (2000) Complete
genome sequence dfseudomonas aeruginog2A01, an op-
portunistic pathogerature 406 959-964.

Parkhill, J., Achtman, M., James, K. D., Bentley, S. D., Churcher,
C., Klee, S. R., Morelli, G., Basham, D., Brown, D., Chillingworth,
T., Davies, R. M., Davis, P., Devlin, K., Feltwell, T., Hamlin,
N., Holroyd, S., Jagels, K., Leather, S., Moule, S., Mungall, K.,
Quail, M. A., Rajandream, M. A., Rutherford, K. M., Simmonds,
M., Skelton, J., Whitehead, S., Spratt, B. G., and Barrell, B. G.
(2000) Complete DNA sequence of a serogroup A strain of
Neisseria meningitidig2491, Nature 404 502-506.
Gilboa-Garber, N. (198 Bseudomonas aeruginotectins,Meth-
ods Enzymol. 83378—-385.

Sudakevitz, D., Imberty, A., and Gilboa-Garber, N. (2002)
Production, properties and specificity of a new bacterilcose-
and p-arabinose-binding lectin of the plant aggressive pathogen

lectin also

13.

Bacterial Lectin Crystal Structure and Thermodynamits

Ralstonia solanacearurand its comparison to related plant and
microbial lectins,J. Biochem. 132353-358.

Imberty, A., Wimmerova, M., Mitchell, E. P., and Gilboa-Garber,
N. (2004) Structures of the lectins frofseudomonas aerugi-
nosa Insights into molecular basis for host glycan recognition,
Microb. Infect. 6 222—-229.

14. Perret, S., Sabin, C., Dumon, C., PoKorivk, Gautier, C.,

Galanina, O., llia, S., Bovin, N., Nicaise, M., Desmadril, M.,
Gilboa-Garber, N., Wimmerova, M., Mitchell, E. P., and Imberty,
A. (2005) Structural basis for the interaction between human milk
oligosaccharides and the bacterial lectin PA-lILRsfeudomonas
aeruginosaBiochem. J. 389325-332.

15. Tielker, D., Hacker, S., Loris, R., Strathmann, M., Wingender, J.,

16.

17.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Wilhelm, S., Rosenau, F., and Jaeger, K.-E. (20@&9udomonas
aeruginosalectin LecB is located in the outer membrane and is
involved in biofilm formation,Microbiology 151 1313-1323.
Imberty, A., Mitchell, E. P., and Wimmerousl. (2005) Structural
basis for high affinity glycan recognition by bacterial and fungal
lectins, Curr. Opin. Struct. Biol. 15525-534.

Mitchell, E., Houles, C., Sudakevitz, D., Wimmerova, M., Gaultier,
C., Peez, S., Wu, A. M., Gilboa-Garber, N., and Imberty, A.
(2002) Structural basis for oligosaccharide-mediated adhesion of
Pseudomonas aeruginogathe lungs of cystic fibrosis patients,
Nat. Struct. Biol. 9918-921.

. Mitchell, E. P., Sabin, S.;r@jdrova L., Pokorria M., Perret, S.,

Gautier, C., Hofr, C., Gilboa-Garber, N., Koca, J., Wimmérova
M., and Imberty, A. (2005) High aﬁlnlty fucose binding of
Pseudomonas aeruginokctin PA-IIL: 1.0 A resolution crystal
structure of the complex combined with thermodynamics and
computational chemistry approach&spteins: Struct., Funct.,
Bioinf. 58 735-748.
Loris, R., Tielker, D., Jaeger, K.-E., and Wyns, L. (2003) Structural
basis of carbohydrate recognition by the lectin LecB from
Pseudomonas aerugingsh Mol. Biol. 331 861—-870.
Sudakevitz, D., Kostlanova, N., Blatman-Jan, G., Mitchell, E. P.,
Lerrer, B., Wimmerova, M., Katcof, F. D. J., Imberty, A., and
Gilboa-Garber, N. (2004) A newalstonia solanacearurhigh
affinity mannose-binding lectin RS-IIL structurally resembling the
Pseudomonas aeruginodacose-specific lectin PA-IIL,Mol.
Microbiol. 52, 691—-700.
Leslie, A. G. W. (1992) Recent changes to the MOSFLM package
for processing film and image plate dafmint CCP4 and ESF-
EAMCB Newsletter on Protein Crystallography.26
Collaborative Computational Project Number 4 (1994) The CCP4
suite: Programs for protein crystallograptgta Crystallogr,
760-763.
Cowtan, K. D., and Zhang, K. Y. (1999) Density modification
for macromolecular phase improvemepitpg. Biophys. Mol. Biol.
72, 245-270.
Vagin, A., and Teplyakov, A. (1997) MOLREP: An automated
program for molecular replacement, Appl Crystallogr. 3Q
1022-1025.
Perrakis, A., Morris, R., and Lamzin, V. S. (1999) Automated
protein model building combined with iterative structure refine-
ment, Nat. Struct. Biol. 6 458-463.
Murshudov, G. N., Vagin, A. A., and Dodson, E. J. (1997)
Refinement of macromolecular structures by the maximum-
likelihood methodActa Crystallogr. D53 240—-255.
Jones, T. A, Zou, J. Y., Cowan, S. W., and Kjeldgaard, M. (1991)
Improved methods for the building of protein models in electron
density maps and the location of errors in these modeisa
Crystallogr. A47 110-119.
Marchessault, R. H., and fée, S. (1979) Conformations of the
hydroxymethyl group in crystalline aldohexopyrano$gispoly-
mers 18 2369-2374.
Nori, H., Nishida, Y., Ohrui, H., and Meguro, H. (1990) Confor-
mational analysis of hydroxymethyl group ofmannose deriva-
tives using (6S)- and (6R)-(84:)-p-mannoseJ. Carbohydr.
Chem. 9601-618.
Wiseman, T., Williston, S., Brandts, J. F., and Lin, L. N. (1989)
Rapid measurement of binding constants and heats of binding
using a new titration calorimetef\nal. Biochem. 179131-137.
Dam, T. K., and Brewer, C. F. (2002) Thermodynamic studies of
lectin-carbohydrate interactions by isothermal titration calorimetry,
Chem. Re. 102 387—429.
Sabin, C., Mitchell, E. P., Pokorni&l., Gautier, C., Utille, J.-P.,
Wimmerova M., and Imberty, A. (2006) Binding of different
monosaccharides by lectin PA-IIL froRseudomonas aeruginosa:



J Pokorraet al. PAGE EST: 9.2

33.

34.

35.

36.

37.

Thermodynamics data correlated with X-ray structurEsBS Lett. 38.

580, 982-987.
Ambrosi, M., Cameron, N. R., and Davis, B. G. (2005) Lectins:
Tools for the molecular understanding of the glycoco@eg.

Biomol. Chem. 31593-1608. 39.

Chervenak, M. C., and Toone, E. J. (1995) Calorimetric analysis

of the binding of lectins with overlapping carbohydrate-binding
ligand specificitiesBiochemistry 345685-5695. 40
Murphy, K. P., Xie, D., Thompson, K. S., Amzel, L. M., and
Freire, E. (1994) Entropy in biological binding processes: Estima-
tion of translational entropy los®roteins 18 63—67.

Carver, J. P. (1993) Oligosaccharides: How flexible molecules can
act as signalsPure Appl. Chem. §5763—-770.

Lemieux, R. U., Delbaere, L. T., Beierbeck, H., and Spohr, U.
(1991) Involvement of water in hosguest interactionsCiba
Found. Symp. 15831-245.

Biochemistry

Gilboa-Garber, N., and Sudakevitz, D. (1999) The hemaggluti-
nating activities ofPseudomonas aeruginosectins PA-IL and
PA-IIL exhibit opposite temperature profiles due to different
receptor typesFEMS Immunol. Med. Microbiol. 25365-369.
Kraulis, P. (1991) Molscript: A program to produce both detailed
and schematic plots of protein structurds,Appl. Crystallogr.

24, 946-950.

. Merrit, E. A., and Murphy, M. E. (1994) Raster3D version 2.0. A

program for photorealistic molecular graphiésta Crystallogr.
D50, 869-873.

41. Waldherr-Teschner, M., Goetze, T., Heiden, W., Knoblauch, M.,

Vollhardt, H., and Brickmann, J. (1992) Advances in Scientific
Visualization(Post, F. H., and Hin, A. J. S., Eds.) pp-587,
Springer, Heidelberg, Germany.

BI060214E
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Chapitre 8
La lectine fongique PVL de Psathyrella velutina

8.1 Introduction

La lectine PVL extraite du champignon sauvage Psathyrella velutina (Fig. 8.1) reconnait
spécifiqguement les glycannes se terminant par un résidu GICNAc ou un acide neuraminique
(Kochibe and Matta 1989; Ueda 1999). De par cette double spécificité, cette lectine est
considérée comme un outil intéressant pour le fractionnement des oligosaccharides et pour la
détection des modifications de la glycosylation des glycoprotéines (Tsuchiya 1993; Moore
2005). De plus, il a été montré que PVL peut interagir avec des polysaccharides chargés
négativement, tels que les pectines et I’héparine (Ueda 1999).

Les autres caractéristiques intéressantes de la PVL sont le poids moléculaire de la sous-unité
qui est relativement important pour une lectine (43 kD) et une séguence qui ne montre
aucune similarité avec d’autres proteines de structure ou de fonction connues. Dans ce
huitieme chapitre on présente la structure tridimensionnelle de la PVL en complexe avec ses
ligands et I’étude de I’affinité parmi la calorimétrie de titration.

Figure 8.1 Spécimens de Psathyrella velutina
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8.2 Résultats

La lectine a été purifiée d’un extrait de champignon par chromatographie d’affinité et co-
cristallisée avec un dérivé selénié, le p-Me-SeGIcNAc. Sa structure tridimensionnelle, résolue
avec la methode SAD, montre que le monomeére de 401 résidus adopte un repliement du type
p-propeller a sept lames qui n’avait jamais été observé dans une lectine auparavant. Les
complexes avec la GICNAc et le NeuNAc montrent la présence de six sites de liaison,
localisés dans I’espace entre deux lames consécutives. En raison des répétitions dans la
séquence, les six sites sont tres similaires mais pas identiques. Le mode de reconnaissance du
ligand rappelle celui de la Tachylectin-2, une lectine animale qui montre aussi un repliement
du type SApropeller, mais a cing lames (Beisel 1999). La structure de la PVL montre aussi la
présence de domaines acides répétés qui servent de boucles de fixation pour le calcium. Cette
caractéristique rappelle une importante classe de S—propellers a sept lames qui fixent le
calcium, les intégrines (Hynes 2002). La recherche de séquences homologues a mené a
I’identification de certaines sequences bactériennes ayant une similarité remarquable et dont
la fonction n’est pas connue mais qui sont annotées comme toxines RTX, intégrines ou
protéines liant le calcium. Les mesures par microcalorimétrie de titration ont montré une
affinité moyenne pour le GIcNAc. En conclusion, la multivalence élevée de cette protéine, sa
multispécificité et sa similarité avec les intégrines confortent les rbéles importants des S
propellers dans les interactions de reconnaissance moléculaire.
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The lectin from the mushroom Psathyrella velutina recognises specifically
N-acetylglucosamine and N-acetylneuraminic acid containing glycans. The
crystal structure of the 401 amino acid residue lectin shows that it adopts a
very regular seven-bladed B-propeller fold with the N-terminal region
tucked into the central cavity around the pseudo 7-fold axis. In the complex
with N-acetylglucosamine, six monosaccharides are bound in pockets
located between two consecutive propeller blades. Due to the repeats
shown by the sequence the binding sites are very similar. Five hydrogen
bonds between the protein and the sugar hydroxyl and N-acetyl groups
stabilize the complex, together with the hydrophobic interactions with a
conserved tyrosine and histidine. The complex with N-acetylneuraminic
acid shows molecular mimicry with the same hydrogen bond network, but
with different orientations of the carbohydrate ring in the binding site. The
B-hairpin loops connecting the two inner B-strands of each blade are metal
binding sites and two to three calcium ions were located in the structure.
The multispecificity and high multivalency of this mushroom lectin,
combined with its similarity to the extracellular domain of an important
class of cell adhesion molecules, integrins, are another example of the
outstanding success of B-propeller structures as molecular binding
machines in nature.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: lectin; carbohydrate; B-propeller; crystallography; micro-
calorimetry

Introduction

depend on recognition of organic matter (sapro-
phitism), lectins could operate as putative actors

Lectins are defined as ubiquitous proteins of
non-immune orlgln that mediate carbohydrate
recognition events." The existence of mushroom
lectins and their potential hnk to toxicity have been
known for several decades.” Several different roles
have been proposed for mushroom lectins with
some related to intrinsic mushroom metabolism,
such as dormancy, growth and morphogenesis
stages. Alternatively, and since mushrooms depend
on a symbiotic or parasitic association with a host or

Abbreviations used: PVL, Psathyrella velutina lectin;
AAL, Aleuria aurantia lectin; GlcNAc, N-acetylglucos-
amine; NeuS5Ac, N-acetylneuraminic acid; ITC,
isothermal titration calorimetry.

E-mail address of the corresponding author:
imberty@cermav.cnrs.fr

in host or substrate recognition and adhesion
processes. However, only a few cases have been
reported of the direct 1nvolvement of a lectin in
symbiotic or parasitic recognition.” Indeed, and by
analogy with plant lectins, mushroom lectins
probably are able to play different roles in different
Clrcumstances, none of which need to be mutually
exclusive.?

Agglutination studies of human and rabbit
erythrocytes conducted on more than 400
collected mushroom species demonstrated the
presence of lectins in about half of them.* A
large number of mushroom lectms have now
been sequenced and characterised®” and interest
arose when a clear similarity was established
between fungal lectins and human galectins and
immunoglobulins. In addition, fungal lectins are

0022-2836/% - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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valuable tools in glycobiology, providing useful
probes for carbohydrate epitopes in taxonomical,
embryological and bacteriological studies.”*”
Despite numerous reports on successful crystal-
lisations, only a limited number of mushroom
lectin crystal structures have been described®.
Aleuria aurantia fucose-binding lectin (AAL) was
found to be a six-bladed B-propeller;" Fve from
Flammulina velutipes disglays structural similarity
to human fibronectin;° XCL from Xerocomus
chrysenteron” and ABL from Agaricus bisporus™
both resemble actinoporins, a family of
pore-forming toxins; CGL2 from Coprineus
cinerea’’ and ACG from Agrocybe cylindracea
belong to the galectin family and LSL, the lectin
from Laetiporus sulphureus' adopts a trefoil-based
fold observed in many lectins and carbohydrate-
binding domains.

A lectin from the wild mushroom Psathyrella
velutina (PVL) was first purified by Kochibe &
Matta as a single polypeptide of 40 kDa and its
specificity for N-acetylglucosamine (GlcNAc) was
characterised."* The lectin has been purified from
the fruiting bodies of the mushroom and an
equivalent lectin has been isolated from the
mycelium. Using equilibrium dialysis experi-
ments PVL was estimated to have four binding
sites per polypeptide with an affinity constant for
the monosaccharide of 6.4X10°M~'. PVL was
shown to have a distinct binding specificity
compared to classical GIcNAc specific lectins
since it does not bind preferentially to chitooli-
gosaccharide sequences (GIcNAcB1-4GIcNAc) but
rather to other non-reducing GlcNAc residues
such as GlcNAcB1-2Man present on the antenna
of degalactosylated N-glycoproteins.'> Such
changes of glycosylation at terminal glycan
structures are frequently associated with chronic
inflammatory diseases of autoimmune character.
For example IgGs of rheumatoid arthritis patients
display altered glycosylation with an accumu-
lation of isoforms carrying an N-terminal
GIcNAc.' PVL has been used to detect such
IgGs either in ELISA-based assays'/ or with
affinity biosensor techniques.'® Chronic microbial
and viral infections are also associated with
deficiency of galactose on IgG N-glycans as
recently demonstrated in the serum of AIDS
patients with use of PVL."

Later, it was shown that N-acetylneuraminic acid
(Neu5Ac) binds to PVL in the same binding site as
GIcNAc.™ The lectin binds to sialylated glyco-
proteins such as fetuin with very high affinity, about
one order of magnitude higher than those measured
with Sambucus nigra and Maackia amurensis lectins.”'
In addition, Ueda and collaborators have shown
that PVL can also bind to negatively charged
polysaccharides such as heparin and pectin frag-
ments.”> Interestingly, the polysaccharide binding
site appears to be independent from the GlcNAc/
NeuSAc binding site.

In the present study, PVL was purified from
the fruiting bodies of P velutina by affinity

chromatography. The X-ray crystallographic struc-
ture has been determined by the single anomalous
dispersion (SAD) method using a selenium
derivative of N-acetylglucosamine co-crystallised
with the lectin. The crystal structures of the lectin
in its native state (to 1.5 A resolution) and
complexed with GIlcNAc (to 2.6 A) and Neu5Ac
(to 1.8 A) are described in detail. The present
study elucidates the structural basis for both the
dual specificity and the differences in affinity of
PVL towards its ligands. Searching for sequence
similarity indicates the presence of PVL-like
sequences in the newly available genomes of
another fungus and of several bacteria. Moreover,
the PVL structure shows structural similarity with
the B-propeller subunit of integrins with a
surprising convergence in their calcium binding
properties.

Results

Gene and amino acid sequences of PVL

The pvl gene has previously been cloned by a
Japanese biotechnology company (Seikagaku
Corporation)” and the nucleotide sequence of
1256 base-pairs is available under the EMBL
accession number E16441. The translated amino
acid sequence corresponds to 402 amino acid
residues including the initiating methionine resi-
due, with seven tandem repeats of approximately
55 amino acid residues each. Upon solving our first
crystal structure of PVL, some clear discrepancies
were observed between the Japanese amino acid
sequence and the experimental electron density,
which could not be unambiguously resolved.
Therefore the pvl gene sequence was determined
for the P. velutina mushrooms found locally in the
Alps and from which pure lectin for crystallisation
and isothermal titration calorimetry (ITC) studies
was obtained.

Our cloning experiments resulted in the identifi-
cation of at least four isoforms of the gene from a
single fruiting body that are probably allelic
variants. The translated amino acid sequences
show a very high identity of 99% between them
but a lower identity of 92% to the sequence
deposited by the Japanese group. The amino acid
sequence shown in Figure 1(a) corresponds to the
translated sequence of the cDNA clone that matches
best to the electron density of the crystal structure.
Since mismatches were observed between the
primer sequence (pr-pvl) used for cloning and the
crystal structure, the first six amino acids were
taken from the crystal structure as they could be
determined unambiguously from the electron
density map. The nucleotide sequence has been
deposited in GenBankTM (accession number
DQ232759) as a partial cDNA sequence starting at
amino acid 7.
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Figure 1. (a) Amino acid sequence of PVL with amino acids involved in sugar and calcium binding highlighted in blue

and yellow, respectively. Bold characters indicate binding by side-chain. (b) Schematic description of the PVL fold with

labelling of B-strands and blades (W motif).

Purification of PVL

Two different methods have been reported in
the literature for the purification of this lectin.
Kochibe & Matta first used a multi-step pro-
cedure involving four consecutlve chitin and
ion-exchange columns.'* An improved method
involves a single affinity chromatography step on
Sepharose-6B coupled to N—acetylchltoohgo-
saccharides (GlcNAcs.4) by a reductive amination. 20
In our procedure we used a direct coupling reaction
of N-acetylglucosamine monomer to epoxy Sepha-
rose-6B. The kinetics for the coupling reaction
between the different sugar hydroxyls and epoxy
groups is not known but we can expect the primary
06 hydroxyl to react much faster than the sterically
hindered O3 and O4 hydroxyl groups. Although the
resulting adsorbent must be considered not strictly
“monospecific” for the lectin, the remarkable high
affinity of PVL for terminal GIlcNAc residues
bearing a substituent on the C6 position was strong
enough to effectively retain the protein. This
procedure has the advantages of being both cheaper
and faster, resulting in a yield of 30 mg of purified
lectin from 50 g of mushrooms.

Affinity studies by ITC microcalorimetry

In order to further characterise the interactions
between PVL and monosaccharides, the K, values
and the thermodynamic binding parameters were
determined using titration microcalorimetry, a
method that is well suited for the characterisation
of protein—carbohydrate interactions.** A typical
titration curve for PVL binding to GIcNAc is shown

in Figure 2 and the results from different experi-
ments are listed in Table 1. Using a mathematical
model corresponding to a simple binding mode, a
stoichiometry of four GIcNAc per PVL monomer is
observed together w1th a modest affinity constant
(K4 value of 2X10~*M). In addition to confirming
the binding data obtained previously,'* the present
study allows the thermodynamic basis of the
affinity between PVL and GlcNAc to be determined.
The interaction is strongly driven by enthalpy
with a AH value of —55(%£3)kJ/mol that is
counterbalanced by a strong unfavourable entropy
contribution (TAS value of —33(%3)kJ/mol).
An entropy barrier is often observed for the binding
of carbohydrates to lectins** but is specially strong
in the present case.

No significant heat of binding could be detected
for Neu5Ac in the same experimental conditions.
Since it is not likely that binding of this mono-
saccharide would be completely entropy-driven, it
may be concluded that the affinity of PVL for
Neub5Ac is at least a hundred times weaker than
the affinity for GlcNAc. PVL was reported to
bind sialyl-glycoconjugates and the present results
therefore indicate that it is necessary to have
more than one Neu5Ac monosaccharide to obtain
detectable binding.

Crystal structures

Phasing

The use of a selenium labelled sugar for the
phasing of carbohydrate binding proteins was
proposed and used for the first time by Loris



1578

Structure of Fungal Lectin PVL-Ligand Complex

(@)

(b)

Time (min) Time (min)
-100 10 20 30 40 50 60 70 80 90100110120130140150160 10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160
I I e e e e e e e e e e R LI L L L L L B N L BN L BN I L RN A
0 4 04 .
WHWWWWW T ——————
54 i
&) 51 7
(] ]
w
®© -10 4
g 101 i
215 i
15 .
220 4 i
[ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T ‘ T ‘ 20 [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T ‘ T
04 i lllllll.lllllllllllllllll.....
k=
< -2 .
3 -2 .
=
kS -4 .
o 44 7
£
= 6 1 ®7 A
(&)
X
84 1 -8 .
10 +—1—————— 11— 10 +—1+———m—"—r—1—"7"—"T+—1——7
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Molar Ratio Molar Ratio

Figure 2. Isothermal titration calorimetry results for GIcNAc (a) and Neu5Ac (b) monosaccharides (7 mM) binding to
PVL (110 uM) in PBS buffer (pH 7.2) at 25 °C. Top, data from 30 automatic injections of 10 pl sugar each into the PVL-
containing cell. Lower, plot of the total heat released as a function of ligand concentration for the titration shown above
(squares). The continuous line represents the best least-square fit for the obtained data.

and collaborators for the structure solution of
the F17-G fibrial adhesin.”® Depending on the
availability of the saccharide substrate, this is the
method of choice for phasing lectin structures
as generally the seleno-sugar binds very well
and relatively low concentrations of sugar (or a
short soak) is all that is required to provide
sufficient signal for MAD or SAD methods to
work admirably. PVL was co-crystallised with
methyl-seleno-GIcNAc to give crystals of space
group P2,2,2. The SAD data, collected at the peak
of the selenium K-absorption edge, resulted in a
high average figure of merit of 0.471 and phasing
power of 1.533 over all data to 1.8 A resolution with
five Se-GIlcNAc residues found bound to each PVL
monomer. The refinement of the PVL/Se-GlcNAc
structure has been performed but the structure will

not be discussed in detail here, since it has less
biological relevance than the complexes with
natural monosaccharides.

Native structure of PVL

The native protein crystallised in space group
P2, with cell dimensions of a=51.83 A, b=142.22 A,
c=5216 A and B=92.1° and two chains of 401
residues arranged around a pseudo 2-fold axis of
symmetry in the asymmetric unit. The PVL
monomer structure is a single domain showing a
very regular seven-bladed pB-propeller fold
(Figure 3). No disulphide bridges were located in
the structure and an inspection of the electron
density around putative glycosylation sites showed
no indication of carbohydrate units covalently

Table 1. Thermodynamics of binding for PVL with GIcNAc at 298 K

K, (10°M™1) Kq (1075 M) n —AG (K] /mol) —AH (kJ/mol) TAS (kJ /mol)
Expl 47 (£0.2) 214 4.32 (£0.06) 20.0 52.5 (£0.9) —31.2
Exp2 53 (+0.2) 189 3.72 (40.06) 21.2 57.5 (+£1.2) —36.2

Values between parentheses correspond to uncertainties of the fitting procedure.
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linked to the protein. Each blade (also called
W-motif; see Figure 1(b)) is made of four antiparallel
B-strands (A-B-C-D) connected by loops. In B-pro-
pellers, strand A delimits the central cavity contain-
ing the pseudo 7-fold symmetry axis. Strands B and
C, the most hydrophobic, are completely buried
while strand D, which delimits the edge of the
blade, shows amphiphilic properties. The super-
position of the seven blades gave a consensus
sequence repeat with an overall rmsd of 0.8 A

Figure 3. Two orthogonal views
of the crystal structure of native
PVL. Calcium and chloride ions are
represented by magenta and green
spheres, respectively. Sulphate
ions and 2-N-morpholino-ethane-
sulfonic acid (Mes) molecules are
represented by capped sticks. Plots
are made using Pymol (DeLano
Scientific LLC), unless otherwise
indicated.

(Figure 4). The overall shape of the monomer is a fat
torus with a diameter of 52 A and a height of 31 A.
The closure of the B-propeller fold occurs via a
“velcro” interaction between strand B of blade 1
(residues 20-25) and strand A of blade 7 (residues
393-397, close to the C terminus). The N terminus
region is located tucked into the central cavity. The
contacts between N terminus peptide and amino
acid residues nearby are established mainly by
hydrophobic contacts and hydrogen bonds
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Figure 4. Superimposition of the seven blades of native
PVL structure colour-coded as in Figure 3. The side-
chains of the aromatic residues interacting with the sugar
are shown.

mediated by well ordered solvent molecules. As
frequently observed in B-propeller structures,®® the
contacts between adjacent blades are mostly
achieved by hydrophobic interactions involving
phenylalanine residues that are well conserved
between the tandem repeats.

(b)

Complex of PVL and N-acetylglucosamine

Crystals of the complex of PVL/GIcNAc were
obtained in space group P3,21 (a=b=106.8 A,
c=86.6 A) with one monomer per asymmetric
unit. Electron density for six GIcNAc residues was
clearly visible in the 2.6 A resolution crystal
structure (Figure 5). The sugar binding sites are
pockets located in the upper part of the B-propeller,
in a space between two consecutive blades,
accessible to the solvent (Figure 6). Only the pocket
between blade 7 and blade 1 is not occupied. Due to
the regular repeats in the protein sequence, the
binding sites are very similar, although not iden-
tical. The six monosaccharides adopt the same
conformation and no major differences were
found in the binding mode.

The loop connecting strand D with strand A of
two consecutive propeller blades makes the prin-
ciple interactions with the sugar, in combination
with the loop connecting strands B and C. The side-
chain of one asparagine (or aspartate) residue forms
two hydrogen bonds with the O3 and O4 sugar
hydroxyls. The O3 hydroxyl also donates a hydro-
gen bond to a conserved tryptophan residue. The
N-acetyl group of the sugar is involved in two
hydrogen bonds with the protein main chain: the
nitrogen atom receives from an oxygen while the
carbonyl oxygen donates to a nitrogen (Figure 7).
One water molecule, conserved amongst most of
the sites, takes part in the hydrogen bonding
network, bridging the acetyl oxygen to the protein
main chain. The hydrogen bonding network for the
ligands is summarised in Table 2. The O1 and O6
hydroxyls are not involved in any hydrogen bond
with the lectin binding site. In particular, the
anomer carbon Cl1 is solvent-exposed and available
for substitution, allowing disaccharides such as the
GlcNAcB1-2Man to bind effectively to the protein.
The O6 hydroxyl is also solvent-exposed and is
virtually able to carry any substituent, which is in
agreement with the Erevious observations on PVL
binding specificity.'*'

Hydrophobic contacts have a strong contri-
bution for the binding of GlcNAc in PVL. The
methyl extremity of the N-acetyl group fits in a
hydrophobic pocket formed by the conserved
tryptophan residue that is involved in hydrogen
bonding to O3 and by a histidine that is located

Figure 5. Final sigma 2F,—F. electron density map (contoured at 1.0c) around the monosaccharides in crystal
structures of PVL complexed with Me-Se-GlcNAc (a), GIcNAc (b) and Neu5Ac (c).



Structure of Fungal Lectin PVL-Ligand Complex 1581

Figure 6. Two orthogonal views of the crystal structure of PVL complexed with GlcNAc. Calcium ions are represented
by magenta spheres, sulphate ions and GlcNAc ligands by capped sticks.

on the same connecting loop, at the base of strand  threonine. Another aromatic residue, a tryptophan
A. It is interesting to note that no electron density =~ or a tyrosine in the middle of strand C, creates a
for the sugar has been located in the binding  stacking interaction with the hydrophobic face of
site 7-1, where this histidine is replaced by a  the GlcNAc residue.

Figure 7. Binding mode for GIcNAc in PVL for site 5-6 (a) and site 1-2 (b) and binding mode for NeuSAc in PVL for site
3-4 of chain B. (c) Hydrogen bonds are represented as green dotted lines. (d) Schematic representation of GIcNAc and
Neu5Ac together with numbering of the carbon atoms.
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Table 2. Contacts (distances in A) between N-acetylglucosamine and PVL

Site 1-2 Site 2-3 Site 3-4 Site 4-5 Site 5-6 Site 6-7
Hydrogen bonds
o1 Aspl69 0™ 2.6
N2 Gly520 27 Glylo9O 29 GInle4O 30 Gy2200 28  Ser2750 34 GIn3300 28
0=C Glu79N 30 Aspl36N 30 Glul9lLN 28 Val47N 28 Asp32N 31 Glu357N 3.1
Wat1® 2.6 Wat1® 2.6 Wat1® 3.0

03 Asnd6 O 26 Asnl030° 2.7 Asn159 0! 26 Asn214 0 24  Asp2700° 23 Asn3250° 27

Trp54 N 29  TrpllIN®' 3.0 Trplé6 N 29 Trp222 N*' 28 Trp277 N 3.0 Trp332N* 28
04 Asnd6 N2 3.0 Asnl03N*? 3.1 Asnl59 N2 29 Asn214N®? 28 Asp270N*> 26 Asn325N*? 26
06 Leu266 O° 26

Leu266 N* 3.1

Hydrophobic contacts
CH3 His59 His116 His171 His227 His282 His337
H2/H4 Trp83 Tyr140 Tyr195 Tyr251 Tyr306 Tyr306

* Belongs to a symmetry-related molecule.
® Bridging to two protein atoms.

Complex of PVL and N-acetylneuraminic acid

NeubAc has been co-crystallised with PVL and
the resulting complex retains the native P2, space
group with two protein monomers per asymmetric
unit. However, since the electron density for the
Neu5Ac bound in the co-crystallised samples was
ill-defined, one crystal was further soaked in a
Neu5Ac solution of higher concentration. Three
ligands were found in site 2-3 (between blades 2
and 3), site 3-4 and site 4-5 of the first monomer and
two in site 3-4 and site 6-7 of the second monomer.
The sialic acid has strong similarity with the
binding scheme shown by GlcNAc (Figure 7) with
identical location of the N-acetyl group oriented
towards the hydrophobic pockets created by
conserved tryptophan and histidine residues. The
different orientation of the sugar ring in the binding
site makes the carbon atoms C3, C4 and C5 of
NeuSAc superimpose to the carbon atoms C4, C3
and C2 of GlcNAc, providing the structural basis
for NeuSAc recognition. The O4 is involved in two
hydrogen bonds with conserved asparagine and
tryptophan residues (Table 3). The acidic group
does not make any contact with the protein surface
except in site 4-5 of chain A, where the orientation
of the ligand is slightly tilted. The oxygen O2,

carried by the anomeric center C2 is solvent-
exposed and could be linked to an additional
monomer in either 2-3 or 2-6 geometry. In three
sites, the hydroxyl O7 of the three carbon extracyclic
chain makes an additional hydrogen bond with the
water molecule conserved between the GIcNAc and
Neu5Ac structures, which therefore establishes two
hydrogen bonds with the protein and two with the
sugar. In analogy with the GlcNAc complex,
hydrophobic contacts are established by the methyl
group of N-acetyl and by the hydrophobic face
of NeuSAc.

Ca®" binding sites

In the structure of native PVL refined to 1.5 A
resolution, two metal ions could be located on the
opposite face of the B-propeller to the sugar binding
sites. The two ions were modelled as calcium
according to their coordination geometry, their
B-factors and by the fact that Ca®>" was present in
the crystallisation buffer. The calcium ions are
located in the B-hairpin loops connecting strands
A and B, in blades 4 and 7. Some density could be
located in the equivalent site of blade 5 but was not
sufficient to justify full calcium ion occupancy.

Table 3. Contacts (distances in A) between sialic acid and PVL

Chain A Chain B
Site 2-3 Site 3-4 Site 4-5 Site 3-4 Site 6-7
Hydrogen bonds
N5 Gly109 O 3.0 Gln164 O 3.1 Gly220 O 2.9 Gln164 O 34 GIn330 O 3.1
0=C Aspl136 N 2.8 Glul91 N 2.9 Val247 N 2.9 Glul91 N 2.8 Glu357 N 2.9
Wat1® 2.9 Wat1® 3.0 Watl® 2.8

04 Asn1030°" 28  Asnl590° 28 Asn159 0" 25  Asn3250° 27

Trp11l N 29  Trplé6 N 29  Trp222 N* 34  Trplé6 N*! 3.0  Trp332 N* 2.9
o7 Watl® 2.7 Wat1® 25 Watl® 2.3
O1A Asn214 N*> 23 Asn325N** 37
Hydrophobic contacts
CH3 His116 His171 His227 His227 His337
H3ax/H5 Tyr140 Tyr195 Tyr251 Tyr251 Tyr306

# Bridging to two protein atoms.
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(b)

In order to test for other calcium binding sites, a
native crystal was soaked into a CaCl, containing
solution and diffraction data collected (statistics not
shown). Although calcium anomalous signal is very
low using a wavelength of 0.934 A, six major peaks
could be located in the resulting phased anomalous
difference map, corresponding to calcium ions
bound in the B-hairpin loops in the blade 4, 5 and
7 of each monomer in the asymmetric unit
(Figure 8(a)). The binding sites for calcium ions
are made up by a nine residue loop with the
consensus sequence Asp-h-Thr-Gly-Asp-Gly-h-h-
Asp, where h is a hydrophobic residue. The Ca**
ions are coordinated by the side-chain oxygen of
consensus sequence residues 1, 3, 5, 9 and the main-
chain oxygen of residue 7, the last coordination
position is occupied by a water molecule

(Figure 8(b)).

Oligometrisation

Although native PVL and the complexes
obtained by co-crystallisation resulted in three
different space groups, one interface between
monomers is conserved between the three systems.
This interface is created by a 2-fold crystallographic
symmetry axis for the complexes with GlcNAc
(space group P3;21) and Se-GlcNAc (space group
P2,2,2), and by the pseudo 2-fold symmetry axis
between the two monomers in the asymmetric unit
of the native lectin (space group P2,). PVL was
previously described as a monomer,” and our
own assays on exclusion chromatography column
confirm that it is retained as a monomer at a
concentration of 1 mg/ml using PBS (pH 7.2) (data
not shown). However, PVL tends to aggregate
irreversibly, forming an insoluble precipitate,'**
and the dimerisation observed in all the crystal
structures may therefore only occur in concentrated

Figure 8. (a) Representation of
PVL monomer together with the
phased anomalous map contoured
at 50 showing the position of
three calcium atoms. (b) Calcium
binding site in blade 7.

solution. This feature may be of importance for the
biological role of the lectin.

Discussion
Carbohydrate specificity of PVL

PVL was first described as a GlcNAc binding
protein'* and the present study gives the structural
and thermodynamic bases of this specificity. Differ-
ent experimental approaches agree that, in solution,
four GlcNAc residues bind to one PVL monomer,
whereas six bound sugars are observed in the
crystal structure of PVL/GIcNAc complex. The
existence of four high affinity binding sites and two
lower affinity ones can be correlated with the role of
tyrosine (four sites) versus tryptophan (two sites)
for establishing hydrophobic interactions with the
GlcNAc ring. Indeed, similar observations were
made for fucose binding lectin AAL from Aleuria
aurantia, where five or three binding sites
are occupied depending upon the crystallisation
conditions.””” The special role of a tyrosine residue
in the high affinity binding of some of the sites
was later demonstrated through site-directed
mutagenesis studies.”

Later, it was reported that PVL could also bind
sialic acid containing glyconjugates,® although
no binding data have been published for the
recognition of the monosaccharide. In our study,
the binding of Neu5Ac is very weak (Kq lower than
1073M). In fact, the soaking of PVL crystals in
a solution of Neu5Ac only resulted in a partial
binding of the sugar, but it is very likely that
extension of the ligand from position 2 would
create further interactions with the protein thereby
conferring Neu5Ac-containing oligosaccharides a
much higher affinity for PVL than the monomer
alone.
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The dual-specificity of a lectin binding site for
both GlcNAc and Neu5Ac has already been
observed for the isolectins of wheat germ aggluti-
nin. In particular, WGA2 has been cocrystallised
with chitobiose,? with Neu5Ac®® and with sialo-
glycopeptide from glycophorin A.*' As observed in
PVL, the N-acetyl group of both ligands is buried in
the same fashion in the protein binding site, while
the orientation of the sugar ring is different.

PVL has been shown to bind also to negatively
charged polysaccharides such as heparin and
pectin.®®> Our efforts to co-crystallise PVL with
pectin fragments have not been successful to date.
However, analysis of the structure demonstrates
that the positively charged amino acids located at
the end of the strands D and A connecting loop (e.g.
Argb5 and Lys58 for blade 1 and corresponding
residues on the other blades) do cluster on the top
face of the propeller, thereby creating a strongly
positive area in the electrostatic potential surface. In
most of the crystal structures described here,
several sulphate residues from the crystallisation
buffer are observed interacting with these amino
acid residues. Such an area should be very
favourable for interaction with negatively charged
polysaccharides and, as described previously,* this
interaction should not affect the GlcNAc binding
sites.

The ability of PVL to bind GlcNAc or NeuSAc
and negatively charged polysaccharides has been
related to the possible role of mushroom lectins in
the saprophytic colonisation of humic soil derived
from plant or wood decomposition. As already
pointed out by Ueda and collaborators,”> PVL
might be able to cross-link substrates such as
pectins or polygalacturonic acids, both components
of plant cell walls, with GIcNAc or sialic acid
containing glycoconjugates present on bacterial cell
surfaces. In this case the lectin may act as a sort of
receptor able to “guide” the mycelium colonisation
towards soil zones rich in organic materials. In
addition the massive presence of the lectin in the
mushroom could be explained by the need of the
organism to mobilise or store the nutrients needed
for the development of the fruiting body. It is also
possible that multi-adhesive lectins like PVL could
be involved in the mobilisation of the defence
system, since these proteins have the ability to
agglutinate bacteria and are therefore often
involved in protection against infection.

B-Propellers and lectins

Since the discovery of the B-propeller fold in the
crystal structure of influenza virus neuramini-
dase,32 this fold has been found in a number of
subsequent protein structures.”® B-Propeller struc-
tures are classified according to the number of
blades (also called W-motifs after the sequence of
antiparallel strands forming a “W”) and propellers
showing from four to eight blades have been
reported so far. The W-motif forms the structural
scaffold of the B-propeller fold, which means that

different B-propellers could show significant struc-
tural similarity in the B-strand regions although no
sequence similarity is observed.”™ Conversely, the
most structurally variable regions, which are very
often related to enzymatic or binding activity, are
located in the loops between the p-strands,
especially those connecting strands D-A and B-C,
which in the case of PVL form the ligand binding
site.

At the present time, only three lectins other than
PVL are known to adopt a [-propeller fold
(Figure 9). The lectin from the orange peel mush-
room A. aurantia (AAL) is the first mushroom lectin
whose structure was solved by X-ray crystallo-
graphy. AAL is specific for fucose and it has been
shown to adopt a six-bladed B-propeller fold.” The
lectin was co-crystallised giving either three or five
bound fucose residues and suggesting that even if
all the binding sites are very similar, they do not
have the same affinity. A bacterial lectin from the
potent plant pathogen Ralstonia solanacearum (RSL)
is closely related with the AAL lectin and its crystal
structure has been solved recently.** This lectin,
specific for fucose, is three times shorter in sequence
than AAL and it is the only known example of a
B-propeller structure generated by the oligomerisa-
tion of the monomer and not by sequence repeats in
the single peptide chain. Both the B-propeller
structure and the binding sites of AAL and RSL
lectins are very similar. Tachylectin-2, isolated from
hemocytes of the Japanese horseshoe crab (Tachy-
pleus tridentatus), is the first protein to have been
shown to adopt a five-bladed B-propeller fold and it
is believed to play important roles in the innate
immunity defence mechanism of the crab.*> This
lectin is specific for terminal GlcNAc and GalNAc
monomers and closely resembles PVL in the
binding specificity towards N-acetyl-chitooligosac-
charides, showing an affinity constant that
decreases with the increasing of the length of the
sugar chain. Also, and analogous to PVL, tachy-
lectin-2 binds well to GIcNAc residues substituted
at the C6 position, like GalBl-6GlcNAc, but is
unable to recognize GlcNAc residues substituted at
C3 or C4. Interestingly, the two lectins show a
remarkable similarity in their binding sites,
although there is no sequence homology and the
two propeller structures are profoundly different. In
tachylectin-2, the principle interactions of the sugar
are with the residues of the strands D-A connecting
loop, by analogy to PVL. The sugar O3 hydroxyl
binds to the same conserved tryptophan and the
N-acetyl group shows a hydrogen bonding scheme
that closely matches that of PVL.

These three different lectin families (AAL/RSL,
tachylectin-2 and PVL) show both similarities and
differences, but it is clear that the B-propeller fold,
with its high degree of pseudo symmetry, has
converged through evolution in order to meet one
of the most important features of lectins: multi-
valency. The apparent robustness conferred on a
protein structure by the B-propeller fold is another
interesting topic: PVL retains some of its binding
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(b)

(c)

(d)

Figure 9. Orthographic representation of different B-propellers with ligand represented as sticks and calcium ions
represented as magenta spheres. (a) PVL/GIcNAc complex, including the calcium atoms observed after additional
soaking. (b) Aleuria aurantia lectin AAL/fucose complex (PDB code 10FZ). (c) Tachylectin-2/GlcNAc complex (PDB
code 1TL2). (%12 Extracellular domain of integrin aVB3 with four calcium ions (PDB code 1JV2). Plots were made with

MOLSCRIPT.

properties even after the strong denaturing
conditions used in SDS-PAGE analysis.** This
robustness associated with its specificity could
naturally make this lectin useful in biotechnology
applications.

As pointed out recently,*® cyclic lectin oligomers
appear to be a convergent structural solution for
multivalency. In addition to the five, six and seven
bladed B-propellers now identified and cited above,
ring-shaped oligomers having carbohydrate-binding
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sites at their periphery have been observed for the
plant lectins from Galanthia nivalis bulbs and Parkia
platycgphala seeds,’® for the human serum pen-
traxin®” and the snake Crotalus atrox C-type lectin.*®

Similarities with other proteins

PVL has no sequence similarity with any
other previously reported lectin. A search in the
fungal DNA databases at NCBI using Genomic
Blast® indicated a related gene (50% identity) in
the genome of Coprinogsis cinerea (or Coprinus
cinereus) okayama7#130,* that is also a member of
Psathyrellaceae family (Figure 10). A full homolog4y
search in protein databases with PHI-BLAST™'
identified local similarities with a large number of
sequences annotated as Ca’*-binding protein,
a-integrins or RTX protein. Using PROSITE,*
further searching for the conserved peptide motif
GWXx[VIL]xxHxR observed in the loops connecting
two consecutive blades indicated three sequences

with at least six repeats of this motif in the
translation of the newly sequenced genome from
Vibrio vulnificus CMCP6,*> Thiobacillus denitrificans
ATCC 25259,* and uncultured bacterium soil
samples of a fossil nuclear reactor.*” The
T. denitrificans sequence contains two domains
with sequence similarity to PVL. For the three
bacterial proteins, the alignment shows a strong
similarity for a sequence length corresponding to
six blades (Figure 10). Identity scores vary between
33% for V.wvulfinicus sequence (Q8D4R5_VIBVU),
35% for the unknown bacterium (Q52UU0_9BACT)
to 46% and 48% for the C terminus and N terminus
moieties of T.denitrificans sequence (Q3SJ62_
THIDE). The nonapeptide motif DxxxDxxxD
involved in Ca®" binding is also highly conserved
but it can also be found in many other classes of
bacterial proteins and is not sufficient for identify-
ing the present family. The amino acids involved in
GlcNAc binding are conserved in several blades in
the three proteins, which therefore can be predicted

PVLL mmmmmmmmmmme- VAELE GN IRNS- - -LLI -QVVK|INN-FGYD- - 58
C.c. = meeememeeaa-- SAaIv GVD[e)/H\APNS - - - TFCMQTKQ)/L.SN-FGLD- - T 92
T.d. Nterm  ------------- TANIVGFCS T\ WTALGNGDGSF - QPPRV)/LAA - FGTR - - 153
T.d. Cterm  ------------- FSRDDP|FARYPDH?TVLMRARDLH- - -KITERT - DWDT - - P 979
Envir. = m-mmmmmmo- - RA GDP FvAQGQADGTF——AAP RVR-DFGT- -AQ 177
V.v. mmemmmmemaaa- IP)F\/GIFAKD )Y\ /AFGEVGGTY SAPQKL)/RGY -VEET - - - 262
PVL DPPK AE—FAYAA—— ORYoK 115
C.c. R-PAECTR ) - FEAAEGAGEUAY-K 150
T.d. Nterm -QPPQFVIIA, - LICVE - - - SSURIEK 208
T.d. Cterm -ADPRFVI/A] - LIEYD- - - AR K 1034
Envir. -TAPQLK|R)) - FEWN- - -QEURWDQ 232
V.v. KQGT - LWSNA- S---GeNTyeA 316
PVL ISRNNEGGQY- APAQLAINN-F 170
C.c. R ALNEcKGIFEAPR - TAMDG - F| 205
T.d. Nterm TALGNEeDG!{3- QPPQFVI#AD - I 263
T.d. Cterm TALGNEDG!3- QPPQFVI#AD - I A 1089
Envir. YS[EYTVSHGRADR: {5 - DGTGKRMDS - 287
V.v. SLSDE- - SEPKLWiSQ-FlENN- - - QElISNTY 370
PVL ENQIAYIARNS[E i - SIAQAVNN - FCIG- - Al TESA 226
C.c. SRSN[eiblehi - - ARAVMDSSFTIS - - - H] TVGD 261
T.d. Nterm TALGNehleiiy -2 PQFVI#AD - LGYE- - - RuEK 318
T.d. Cterm TALGNelehiiy - [0} POFVI#GD - LGYD- - - S| RvER 1144
Envir. SYFSAL:|25T{8}3- ALEMRD-FGYA- - -QEIIR\YDQ 342
V.v. NIALSTE SFVDSG-QLWIEG-FGYS---QEUTKEH 425
PVL NGT{] - GAVNLVLKD - F| 281
C.c. CGS|3GAPVQVS - TG-F| 315
T.d. Nterm TALGNEDGS!7- QQPQFVLAD- I, 373
T.d. Cterm TALGNEDGT|3- QPPQFVLAD- I 1199
Envir. INAYEIGHRIEALAAY Sris|EPR){- QPVSLELAD- F| 397
V.v. [€HGL - A} gNe)ySHSEVKVSLSTEISLS - GE- SLWSDH- F| 480
PVL SS Eﬁ TF - GIJVKRVEIDN - FlehiN - - -QEJRVDE 336
C.c. P\yS N TF - Qi)SKCVHIND - Fle&y4N - - -QE[NRVDd 371
T.d. Nterm ADIT A A GV{ aALle] SF-QiPQFVI!AD-LI&)(E- - - SEIRVEQ 428
T.d. Cterm A SIGLGIESE - OPOFVIIAD - LigiiD - - -ACURVD 1254
Envir. ADRIN YGBDEFLT -G E-LTSSS-FlellA- - -AleiDPA 451
V.v. SDIYNG2/S T - Pshiic)g2 DRuLTgE LETEFA-TRE-EGHRA-Y[ETR- -AGS[VPG: 535

X X X (¢]

(o} (o]

Figure 10. Alignment of amino acid sequence repeats from PVL compared to translation of genome fragment of
Coprinopsis cinerea okayama7#130 (numbering starting from previous stop codon), the two domains of Q3SJ62_THIDE
from Thiobacillus denitrificans ATCC 25259, Q52UU0_9BACT from unknown bacterium and Q8D4R5_VIBVU from Vibrio
vulnificus CMCP6. The background is shaded according to similarity between the sequences. Symbols x and o indicate
amino acids eventually involved in calcium and GlcNAc binding, respectively.



Structure of Fungal Lectin PVL-Ligand Complex

1587

as six or seven-bladed B-propellers with calcium-
binding and lectin activity. Interestingly, the occur-
rence of highly similar lectins in fungi and bacteria
has already been observed since a fucose-binding
lectin with a six-bladed B-propeller fold has been
identified in the fungi A. aurantia and Aspergillus
oryzae and in the bacterium Ralstonia solanacearum.”

A search for structurally related proteins in the
protein database using the DALI server*® resulted
in a large family of B-propeller structures showing
an overall rmsd of 4.0 A. Amongst them, the most
interesting ones in terms of structural similarity and
Ca*"-binding function are the o-integrins, i.e. the N
terminus domain of a very important class of cell
adhesion receptors. Integrins are cell surface
glycoproteins that transmit conformational changes
bidirectionallly across the membrane, regulating
various processes such as proliferation, differen-
tiation, apoptosis, cell adhesion and migration.47
Integrins have been the subject of extensive studies
in the past few years and the crystal structure of the
extracellular domain of integrin aVB3 has been
elucidated.*® As anticipated from theoretical
studies,* the N terminus domain of integrins
shows a seven-bladed B-propeller fold with the
presence of calcium binding sites. Analogous to
PVL, the calcium ions in integrins are located in the
B-hairpin loops connecting strands A and B of some
blades and the nonapeptide sequence Asp-X-X-X-
Asp-X-X-X-Asp is identical. These calcium binding
sites in integrins have been proposed to play a role
in ligand binding by stabilising the B-propeller
domain and modulating the integrin subunit
association in an allosteric way.** The comparison
between the integrin fold and PVL is shown in
Figure 9. The overall shape and the calcium binding
sites are very similar but there are no other
similarities in the sequence. From the studies
presented here, it is not known if the calcium ions
in PVL are related to some specific biological or
binding activity in the mushroom metabolism.
Probably, and like integrins, they could play a role
in the stabilization of the most external and
therefore flexible regions of the protein, contribu-
ting to the stabilization of the entire structure.

Materials and Methods

PVL purification and characterisation

All the procedures were carried out at 4°C. The
extraction and the acidic treatment were adapted from
Ueda et al.”® Fruiting bodies of P.velutina collected in
France (50g) were ground in a mortar with liquid
nitrogen and homogenised into 500 ml of sodium
phosphate buffer (PBS) (pH 7.2) supplemented with
5mM EDTA, 5mM GlcNAc and 0.5mM PMSE. The
homogenate was centrifuged at 1000g for 30 min and
the supernatant was collected. The solution was then
slowly acidified at pH 4 using 20% acetic acid and
gentle stirring. After standing for several hours the
preparation was centrifuged at 1000g for 30 min. The
clear solution was neutralised with concentrated

NaOH, filtered and subsequently dialysed against
several changes of PBS (pH 7.2) containing 5% (v/v)
glycerol.

Affinity adsorbent was prepared from epoxy-activated
Sepharose-6B (Amersham Bioscience) and GIcNAc
(Sigma) following the method described by Vretblad.”!
Briefly, Sepharose-6B (5 g) is suspended in 10 ml of 0.1 M
NaOH and added to 10 ml of 0.1 M NaOH containing
750 mg of GIcNAc. The mixture was gently mixed at 37 °C
for 24 h. The gel was packed into a column (1 cm X9 cm)
and washed with PBS. The dialysate was injected and
after extensive washing, PVL was eluted with 0.2M
GlcNAc. The purified lectin showed a single band on
SDS-PAGE with apparent molecular mass of 40 kDa (data
not shown). For crystallisation assays, the protein was
then dialysed against pure water containing 150 mM
NaCl and 5% glycerol and concentrated by centrifugation
using a PALL Macrosep® centrifugal device. The protein
used for the microcalorimetry experiments was
extensively dialysed against several changes of PBS
(pH 7.2) to ensure the complete removal of the bound
GlcNAc. The sample was concentrated by centrifugation
and re-dialysed against a small amount of buffer just
before the microcalorimetry experiment.

Isothermal titration microcalorimetry (ITC)

Experiments were performed with a VP-ITC isothermal
titration calorimeter (Microcal). The experiments were
carried out at 25°C. Protein concentration in the
microcalorimeter cell (1.4478 ml volume) was 110 uM.
Sugar solutions (prepared in PBS) in 30 injections of 10 ul
each at concentrations of 7 mM, were added at intervals
of 5 min while stirring at 310 rpm. Control experiments in
which sugars are added to the microcalorimeter cell in the
absence of protein yielded insignificant heats of dilution.
The experimental data were fitted to a theoretical titration
curve using software supplied by Microcal with AH
(enthalpy change), K, (association constant), and n
(number of binding sites per monomer) as adjustable
parameters, from the relationship:

_ nP,AHV,
T2

A, 1 A, 1 \? A
1+—+—- 1+—+——| —4—
X [ + nP; + nKP; \/( + nP, + nKPt) nP,

where P, is the total protein concentration, A; the total
concentration of the ligand, V,, the volume of the cell and
Q; the total released heat for the injection i. AG values and
entropy contribution were determined from the standard
equation:

Qi

AG = —RTInK = AH —TAS

where AG, AH and AS are the change in free energy,
enthalpy and entropy of binding, T is the absolute
temperature, R=8.32] mol "' K~ ! and K the association
constant.

Crystallisation, data collection, structure
determination and refinement

PVL was crystallised by vapour diffusion, using the
hanging-drop method. Initial crystallisation conditions
were screened with Hampton Screen I, II and the Jena
Bioscience ammonium sulphate-based screen. Also, a
crystallization screen comprising 576 conditions was
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performed using the PSB/EMBL crystallisation platform.
The results of the trials indicated that (NH4),SO, in
combination with Mes buffer represented good starting
conditions and optimisation resulted in crystals after two
weeks from 2 pl of PVL solution (2.5mg/ml, 150 mM
NaCl, 5% glycerol) mixed with 2 ul of 2.4 M (NH4),SOy4,
0.1 M Mes buffer (pH 6.5). Seeding trials and the addition
of salts (1 mM CaCl, and MgCl,) improved crystal quality
and the diffraction limit. Final crystallisation conditions
are shown in Table 4. Crystals were cryo-protected with
10-15% glycerol in precipitant for as a short time as
possible and flash-cooled in liquid nitrogen. Data were
collected at ESRF (Grenoble, France) on beamline ID-29
on an ADSC Q210 CCD detector for the native and B-Me-
SeGlcNAc crystals. The GlIcNAc complex was collected at
beamline ID23-1 on a Marmosaic 225 CCD detector while
the NeuSAc complex was collected at station ID14-1 on an
ADSC Q4R CCD detector. Diffraction images for all
datasets were integrated with MOSFLM> and scaled and
converted to structure factors with the CCP4 program
suite.”

The carbohydrate analogue methyl 2-acetamido-2-
deoxy-1-seleno-B-p-glucopyranose (B-Me-SeGlcNAc)
was synthesised as described,** and co-crystallised with
the lectin resulting in well-formed single crystals of space
group P2,2,2 with one molecule in the asymmetric unit.
The structure was solved by the SAD method using data
to 1.8 A resolution collected at the peak of the selenium
K-absorption edge as determined from a fluorescence
scan. The anomalous Patterson map clearly showed peaks
corresponding to three major selenium sites per asym-
metric unit. AutoSHARP™ found four selenium sites
from which initial phases were derived. Density modifi-
cation provided an improved electron density map of
excellent quality into which arp/WARP®® built and

Table 4. Data collection for PVL and PVL complexes

docked side-chains of 381 out of 401 amino acid residues.
For this initial model building step only, the PVL
sequence accessible in EMBL database (accession number
E16441) was used.

Prior to data collection, the crystal obtained by co-
crystallisation of the lectin with Neu5Ac was soaked for
1h in a 24 M (NH4),SO,4 50 mM Hepes (pH 7), 10%
glycerol solution containing 20 mM Neu5Ac. The crystals
of native PVL and the complex with Neu5Ac proved to be
of space group P2; containing a dimer in the asymmetric
unit, while the GlcNAc complex crystallised in space
group P3,21 with one monomer per asymmetric unit. For
these datasets, the monomeric structure of the B-Se-
GlcNAc complex was used as a molecular replacement
search probe by the program MOLREP>® followed by
automatic full reconstruction using arp/WARP for the
native and the sialic acid complex. Refinement and initial
solvent model building were performed by Refmac,”
combined with manual rebuilding using O.”® Double
conformations were modelled where necessary and
the occupancy estimated according to their B-factors.
The statistics for the final refined models are summarised
in Table 5. The high-resolution (1.5 A) native structure
revealed some discrepancies with the deposited PVL
sequence (E16441) and this led us to clone the pvl gene to
avoid ambiguous interpretation in the lower resolution
electron density maps. All the other structures were
corrected accordingly.

In order to confirm the presence of calcium in the
structure, a native crystal was soaked for 1 h in a solution
of its mother liquor containing 100 mM CaCl, and 10%
glycerol. The resulting crystal was flash-cooled and a
highly redundant data set of 720° of data was collected at
station ID14-2 with a wavelength of 0.934 A. Phases for
the calcium-soaked crystal structure were obtained by

Native B-Me-SeGlcNAc GIcNAc NeuNAc
Beamline 1D29 1D29 1D23-1 1D14-1
Space group P2, P2,2,2 P3,21 P2,
Cell dimensions
a(A) 51.83 82.62 106.8 51.73
b (A) 142.22 105.29 106.8 144.40
c(A) 52.16 51.83 86.6 52.60
a, B, vy (deg.) 90, 92.1, 90 90, 90, 90 90.0, 90, 120 90.0, 93.0, 90
Subunits/asym. 2 1 1 2
Solvent content (%) 445 54.7 62.6 45.7
Matthews coeff. 22 2.6 3.3 2.3
Wavelength (A) 0.976 0.979 0.954 0.934
Resolution (A) i 21.1-1.50 25.2-1.80 25.6-2.60 26.7-1.80
High resolution shell (A) 1.55-1.50 1.85-1.80 2.67-2.60 1.85-1.80
Measured reflections 410,940 (35,125)* 964,565(69,580) 199,289(14,594) 279,137(20,377)
Unique reflections 115,491(10,551) 42,217(3042) 17,901(1293) 70,971(5260)
Average multiplicity 3.6 (3.3) 22.8 (22.9) 11.1 (11.3) 3.9 (3.9)
Completeness (%) 96.3 (90.1) 99.0 (98.2) 99.9 (100) 99.8 (99.8)
Anomalous completeness (%) 98.9 (98.2)
Average I/l 5.3 (2.6) 6.3 (1.7) 5.5 (1.6) 8.3 (1.8)
Rinerge (%)° ) 6.9 (26.1) 10.2 (44.0) 10.2 (46.7) 4.8 (28.8)
Wilson B-factor (A?) 12.2 11.4 63.3 21.4
Figure of merit (before density 0.471
modification)
Rcullis (anom)© 0.686
Phasing power (anom)® 1.533

? Values in parentheses refer to the highest resolution shell.
b Ruerge = ZI—(DI/X(D), where I=observed intensity.
¢ Rcullis(anom) = rms(DANOcalC 7DANOObs)/rmS(DANOObS)~

d Phasing power znom) = rms(DANO,1)/rms(DANO,j. — DANO,,).
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Table 5. Refinement statistics for PVL and PVL complexes

Native B-Me-SeGlcNAc GlcNACc NeuAc
Resolution range (A) 21.15-1.50 25.17-1.80 25.65-2.60 24.68-1.80
Reryst (observations) 0.159 (109,647) 0.151 (40,041) 0.205 (16,965) 0.188 (67,358)
R¢ree (Observations) 0.183 (5801) 0.183 (2127) 0.271 (912) 0.230 (3575)

Highest resolution shell
Reryst (observations)

0.191 (7842)

0.151 (2882) 0.320 (1226) 0.241 (4992)

Riree (Observations) 0.234 (392) 0.215 (157) 0.363 (63) 0.262 (261)

Cruickshank’s DPI based on 0.069 0.096 0.297 0.127
maximum likelihood (A)

Average Bis, (A) 10.4 9.5 43.1 214

rms deviations

Bonds (A) 0.016 0.016 0.017 0.017

Angles (degrees) 1.655 1.682 1.713 1.614

Ramanchandran’s outliers 0 0 0 0

Atoms used in refinement

Protein/sugar/other/ 6076/0/72/89%4 3038/80/18/414 3038/90/21/55 6076/105/22 /447
solvent

Residues showing alternate AsnA45, ValA94, 1leA323, Val13, Met375 IleA323, ValA342,
conformations AspA335, ValA342, lleA352, TleA374, 1leB323

IleA374, MetA381, SerB200,
IleB323
PDB deposition code 2bwr 2bwm 2c4d 2¢25
molecular replacement using the refined native dimer Acknow|edgements

as search probe and an anomalous phased map was
calculated using the experimental anomalous differences
and the calculated phases (after initial refinement) as
coefficients.

Reverse transcription-PCR and cDNA cloning of
Psathyrella velutina lectin

Total RNA was prepared by grinding P. velutina fruiting
bodies in liquid nitrogen followed by an extraction using
TRI reagent (Sigma Chemical Co.). RNA preparation was
used to synthesise first-strand cDNA using the Super-
Script™II reverse transcriptase and an oligo(dT) primer
from Invitrogen, and the coding region of pvl gene was then
amplified by PCR. The following primers were designed:
pr-pvl (sense 5-GGAATTCCATATGTCGATCCCAGT
CATCAG-3') and pr-pvlrev (antisense, 5-CGGGATCCT
CAGAGGTAGAGGTTCGC-3). Sequences in bold char-
acters code for the N-terminal (MSIPVIS) and C-terminal
(ANLYL) peptide sequences, respectively, which were
taken from a previously published pvl nucleotide
sequence (EMBL accession number E16441). The primers
contained the restriction sites Ndel (sense) and BamHI
(antisense) on their 5-ends for further subcloning. PCR
was performed using Taq DNA polymerase (Promega),
with the following temperature profile: 2 min at 95 °C,
45s at 95°C, 30s at 48 °C, 3 min at 72 °C, for 35 cycles.
These conditions permitted the amplification of a
fragment of 1200 bp. The purified PCR fragment was
cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega). Seven
independent clones were sequenced on both strands
(Genome Express, Meylan, France). Oligonucleotides
were purchased from from MWG S.A. Biotech (Courta-
boeuf, France).

Protein Data Bank accession codes

The atomic coordinates have been deposited in the
RCSB Protein Data Bank with accession codes as shown
in Table 5.
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9. Conclusions générales et perspectives

Chapitre 9
Conclusions générales et perspectives

9.1 ROles des lectines dans les infections causées par Pseudomonas
aeruginosa

Une partie importante de cette these a été consacrée a I’étude structurale et a la caractérisation
de I’affinité des lectines bactériennes, notamment celles impliquées dans les processus
d’infection causés par certaines bactéries opportunistes. La résolution de la structure de PA-IL
en complexe avec son ligand de haute affinité, décrite dans le sixieme chapitre, a montré les
bases structurales de sa spécificité et a complété I’étude structurale des lectines solubles de
Pseudomonas aeruginosa. Cependant, de nombreuses questions restent encore sans réponse.
Plus précisément, les véritables cibles de I’adhésion et les réles physiologiques joués par ces
deux lectines sont encore loin d’étre completement elucidés, bien que des hypothéses
intéressantes et plausibles aient déja été avancées. En raison de sa haute affinité pour le fucose
et de son mode de reconnaissance unique, la lectine PA-IIL a été étudiée beaucoup plus en
détail que PA-IL. Il a été démontré que la PA-IIL est associée a la membrane externe de la
bactérie et joue un réle important dans la formation du biofilm, qui protége la bactérie,
notamment contre les antibiotiques. La lectine peut également bloquer le battement des cils
des cellules épithéliales dans les voies respiratoires. Les autres rbles possibles, tels que
I’implication directe dans la reconnaissance des cellules hotes, I’adhésion ou encore le contact
entre bacteries, sont en cours d’étude. La lectine PA-IL a été moins étudiée et il apparait
nécessaire dans le futur d’identifier les oligosaccharides galactosylés qui seraient les ligands
de haute affinité et de caractériser les complexes.

L’identification des ligands naturels des lectines de P. aeruginosa est nécessaire pour
envisager la conception d’inhibiteurs glycomimétiques qui pourront bloquer I’adhésion
bactérienne. En raison des stratégies bactériennes qui utilisent plusieurs récepteurs pour se lier
aux cellules de I’héte, il faut envisager de bloguer plusieurs lectines et adhésines. Cet axe de
recherche apparait prometteur pour prévenir ou bloquer les stades précoces d’infection
bactérienne et pourrait représenter un complément ou une alternative aux traitements
antibiotiques.
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9.2 Thermodynamique de la reconnaissance lectine-sucre

Les valeurs de K, caractéristiques pour les lectines de légumineuses en interaction avec des
monosaccharides se situent autour de 10* & 10® M. Par contre, les lectines qui reconnaissent
des oligosaccharides montrent souvent des K, de I’ordre de 10* M. La microcalorimétrie de
titration permet d’évaluer les contributions respectives de I’enthalpie et de I’entropie, et donc
de caractériser la thermodynamique de la reconnaissance lectine-sucre (Dam 2002). En
générale, ces interactions impliquent la formation de nombreuses liaisons hydrogéne qui
génerent des valeurs de AH fortes et négatives. Cette contribution enthalpique est contre-
balancée par une contribution entropique genéralement défavorable qui resulte du
réarrangement des molécules de solvant (Lemieux 1991) ou d’une perte de flexibilité du
ligand (mais aussi de la protéine) a la suite de la complexation (Carver 1993). Les deux
contributions peuvent étre représentées dans un graphe du type de celui montré en Fig. 9.1
(Imberty 2005).
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Figure 9.1 Plot enthalpie/entropie pour les lectines connues (Imberty 2005). Les lectines PVL et CV-IIL
étudiées dans la these ont été insérées.

La figure illustre le fait que les lectines de légumineuses et de champignons (PVL) ont des
affinités moyennes (environ 10* M™) car la contribution entropique s’oppose & la forte
enthalpie d’interaction due aux nombreuses liaisons hydrogene. Dans I’interaction de la PVL
avec son ligand monosaccharide, le GIcNAc, I’interaction est dominée par une forte enthalpie
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favorable est une tres forte entropie défavorable. On peut imaginer que la forte perte
d’entropie soit due au caractére multivalent de I’interaction (quatre & six sites d’interactions)
qui n’est pas contrebalancée par un relachement suffisant de molécules d’eau dans le solvant.

Toutes les lectines bactériennes représentées ont des interactions fortes ( Ka > 10° M™) avec
leur ligand. Cependant, la thermodynamique de I’interaction peut étre trés différente d’une
lectine a I’autre. La lectine de choléra présente des contributions enthalpiques et entropiques
trés fortes, la somme des deux donnant une énergie libre de liaison suffisante pour une affinité
de I’ordre de 108 M (Turnbull 2004). Les lectines bactériennes solubles de la famille PA-11L
(mais aussi la RSL) sont une exception car elles montrent une grande affinité pour les
monosaccharides avec une contribution entropique peu défavorable, ou méme favorable
comme dans le cas de la CV-IIL (chapitre 7). La structure native de la PA-IIL (Loris, Tielker
et al. 2003) montre que les deux ions calcium présents dans le site de liaison interagissent
fortement avec des molécules d’eau. A la suite de la complexation avec le sucre, ces
molécules d’eau sont libérées dans le solvant, ce qui est entropiquement favorable a
I’interaction.

L’analyse de la thermodynamique des interactions de différentes lectines bactériennes met
donc en évidence des stratégies trés différentes. Dans certains cas, les sites de liaison sont
profonds et peuvent lier des oligosaccharides de maniere tres spécifique avec une grande
contribution enthalpique. Dans d’autres cas, des ions calcium sont impliqués dans
I’interaction et jouent un réle sur le facteur entropique. Il faut noter que le lieu commun
énoncant que les interactions lectine-sucre sont toujours de basse affinité n’est pas vrai pour
les lectines bactériennes ou de trés fortes affinités sont maintenant observées.

9.3 Evolution de la multivalence: multimeres contre S-propellers

Dans le deuxiéme chapitre on a introduit le concept de multivalence, qui est la propriété
générale des lectines de lier simultanément plusieurs unités glucidiques. Cette caractéristique
des lectines semble étre indispensable d’une part pour atteindre une haute avidité (dans le cas
des interactions de faible affinité) mais aussi pour une reconnaissance specifique de certains
glycoconjugués ou de surfaces cellulaires. Dans certains cas, comme pour exemple dans
I’interaction anticorps-récepteur, la Nature semble préférer les interactions de plusieurs unités
ayant une affinité moyenne que I’interaction d’une seule unité a forte affinité (Ambrosi 2005).
De plus, il semble que certains repliements protéiques (comme le jelly-roll ou le S-prism)
soient presents dans des lectines tres différentes et non reliées phylogénétiqguement. Une
explication pourrait venir du fait que ces repliements ont été sélectionnés par la Nature parce
qu’ils sont capables de former des structures ayant une multivalence élevée, qui favoriserait la
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reconnaissance lectine-sucre. La succession de plusieurs sites de liaisons en tandem le long
d’une chaine peptidique est également retrouvée de maniére classique dans les repliements
protéiques tels que les SAtrefoil ou les f~propellers.

Les arrangements des sites de liaisons dans I’espace peuvent étre trés différents. Une stratégie
particuliere pour atteindre une multivalence élevee est la formation de multimeres cycliques
par I’association de plusieurs monomeres (Fig. 9.2). Parmi les exemples connus on peut citer
la lectine végétale de Platia platycephala, ou deux chaines, chacune formée par trois
domaines S-prism, s’associent pour former une structure hexavalente (Gallego del Sol 2005).
Un deuxieme exemple est la pentraxine, lectine du sérum humain formée par I’association de
cing chaines ayant un repliement jelly-roll et qui joue un rdle dans le systéme de réponse
immunitaire (Emsley 1994). Dans la structure quaternaire adoptée par I’agglutinine de type C
extraite du venin du serpent Crotalus atrox , deux pentameéres sont superposés I’un sur I’autre
pour former un multimére avec dix sites de liaison pour le sucre (Walker 2004).

Figure 9.2 Multiméres. Lectine de P. platycephala (gauche pdb 1zgs), pentraxine (centre pdb 1sac) et
agglutinine de Crotalus atrox (droite pdb 1jzn)

Les lectines a f-propeller montrent une autre stratégie pour la formation de structures
cycliques présentant des sites de reconnaissance a sa périphérie. Ce repliement protéique est
caractérisé par un nombre de répétitions (appelées aussi lames) qui peut varier de cing a neuf.
Ces lames, formées par un feuillet & quatre brins, s’arrangent de fagon circulaire autour d’un
axe de symétrie central (Fig. 9.3). La lectine PVL, décrite dans le chapitre 8, est un f
propeller trés régulier a sept lames. Des autres exemples sont la lectine de champignon AAL
a six lames (Wimmerova 2003) et la lectine animale tachylectine-2 a cing lames (Beisel
1999).
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Figure 9.3 : Lectines de type S-propellers. Tachylectine-2 (gauche, pdb 1t12), AAL de Aleuria aurantia (centre,
pdb 10fz) et PVL de Psathyrella velutina (droite, décrite dans le chapitre 8)

Les deux stratégies de multivalence exposées ci-dessus sont semblables dans le concept
général mais montrent aussi quelques différences. D’abord la taille des deux type de
molécules n’est pas la méme, les p-propellers étant moins volumineux que les gros
multimeres. La distance entre deux sites de liaison est donc plus grande dans les multimeres et
ces structures pourraient jouer un role dans I’interaction multivalente avec des ligands de plus
grande taille, comme dans I’agglutination des plusieurs cellules. Par contre, le repliement
compact des f-propellers semble posséder une grande stabilité et pourrait étre un avantage
surtout chez les organismes opportunistes, comme le champignon ou les bactéries, qui doivent
s’adapter & des conditions de vie tres variables. Dans tous les cas, qu’il s’agisse de multiméres
ou de S-propellers, I’évolution vers des structures cycligues ayant une symeétrie élevée semble
étre favorisée. Un exemple est montré par les lectines AAL et RSL. La AAL, un Spropeller
classique, posséde six répétitions dans la séquence. Par contre, dans la RSL (qui est trois fois
plus petite) trois monomeres s’associent pour former une structure pseudo S-propeller, trés
semblable a AAL.

En conclusion, il est tres intéressant de noter que la majorité de ces lectines jouent des roles
soit dans la réponse du systéme immunitaire, comme par exemple la pentraxine ou la
tachylectine-2, soit dans I’invasion ou I’attaque d’autres organismes, comme pour exemple
pour les lectines bactériennes ou la lectine du venin du Crotalus atrox. Par ailleurs, on a vu
que les toxines bactériennes, comme celles de type ABs, utilisent aussi la multivalence pour
maximiser I’interaction avec les glycoconjugués de la surface cellulaire. Il est donc tres
probable que la résolution des nouvelles lectines de type multimeres ou S-propeller pourront
valider I’hypothese que la formation de structures cycliques soit une caractéristique fréquente
des lectines ayant des réles de défense ou d’invasion.
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(4R,9S5)-4-Hydroxymethyl-3,8-dioxa-1,6-diaza-
spiro[4.4]nonane-2,7-dithione monohydrate

The title compound, CsHgN,O5S,-H,O, was synthesized from
L-erythrulose and the structure of the enantiopure (4R,9S)
diastereoisomer has been determined. The structure is a
hydrate and the water molecules establish a hydrogen-bond
network that involves the hydroxymethyl group as well as one
N and one S atom.

Comment

Chiral 1,3-oxazolidine-2-thiones (OZT) attract much interest
because of their use as auxiliaries in asymmetric synthesis
(Crimmins et al., 2001), as precursors in the elaboration of
nucleoside analogues (Girniene et al., 2004) or as potential
inhibitors of the fructose transporter GLUT-5 (Girniene et al.,
2003). Bis-OZT compounds, particularly those involving a
spiro junction, constitute an exciting new class of multipurpose
chiral OZT. The crystal structure of the parent spiro-bis-OZT
in racemic form has been reported previously (Saul et al.,
2000). The title compound, (I), was synthesized from 1-
erythrulose. Two diastereoisomers are formed and the major
compound, (I), readily crystallizes in the space group P2,2,2,
with one OZT molecule and one water molecule in the
asymmetric unit.

HO

o]
/\'\NH
S

M

The two five-membered rings of (I) are significantly twisted
(Fig. 1), with values of 19.8 (3) and 17.3 (3)° for torsion angles
03—C4—C9—N1 and N5—C9—C8—07, respectively. The
hydroxymethyl group has a gauche conformation relative to
the ring O atom. It interacts directly with the water molecule,
which also accepts a hydrogen bond from one NH group.
Interestingly, this water molecule also donates one hydrogen
bond to an S atom. Hydroxyl- - -S hydrogen bonds are rarer
and weaker than their OH- - -O/N counterparts. Nevertheless,
as reported previously (Allen et al., 1997), the conjugation of
C=S with the neighbouring N atom increases the electro-
negativity of the S atom and results in a resonance-induced
hydrogen bond, with S---O 3.234 (3) A and S- - -H 2.45 (3) A.
All hydrogen bonds are bridged by the water molecules,
resulting in a three-dimensional framework (Fig. 2).
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Figure 1

The molecular structure of (I), showing the atom-numbering scheme.
Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level and H
atoms are shown as small spheres of arbitrary radii.

Figure 2
A packing diagram for (I), with hydrogen bonds indicated as dashed lines.

Experimental

The title compound was prepared in quantitative yield according to
the procedure described by Saul et al. (2000). The reaction gave a
mixture of two diastereoisomers in the ratio 85:15, from which the
major compound crystallized in pure form. Suitable crystals of (I)
were obtained by recrystallization from water (m.p. 442-447 K).
Spectroscopic analysis: [a]p = +22 (¢ = 1.0; MeOH); '"H NMR
(DMSO-d, 8, p.p.m.): 3.71 (m, 2H, CH,OH), 4.62 (d, 1H, %] =
11.3 Hz, H8A), 4.66 (d, 1H, %/ = 11.0 Hz, H8B), 4.80 (¢, 1H, °J =
5.8 Hz, H4), 5.30 (s, 1H, OH), 10.91 (s, 1H, NH), 10.97 (s, 1H, NH);
13C NMR (DMSO-d,, 8, p.p.m.): 57.9 (CH,OH), 76.0 (C8), 81.3 (C9),
85.1 (C4), 186.9 (C2 or C6), 188.0 (C2 or C6); MS: m/z 221 [M+H]";
high-resolution MS, calculated for CgHgN,O3S,: 219.9976; found:
219.9989.

Crystal data

CeHgN,058,-H,0
M, = 23828
Orthorhombic, P2,2,2;
a=70362) A

b =10336 (3) A
c=13814(3) A

V =1004.6 (5) A®
Z=4
D,=1575Mgm™

Data collection

Enraf-Nonius CAD-4
diffractometer
w scans

Absorption correction: none

1164 measured reflections

Cu Ko radiation
Cell parameters from 24
reflections

6 =20.2-23.5°
©n =480 mm~
T=293(Q2)K
Prism, colourless
0.7 x 0.2 x 0.2 mm

1

Omax = 75.0°
h=0—38

k=0— 12

[1=0— 17

2 standard reflections

1164 independent reflections
1150 reflections with I > 20(I)

every 120 reflections
intensity decay: 3.1%

Refinement

w = 1/[0*(F,?) + (0.0629P)*
+0.1989P]

where P = (F,” + 2F%)/3

(AI6) max < 0.001

AP =051e A7

APmin = =037 A7

Absolute structure: Flack (1983); no
Friedel pairs

Refinement on F?

R[F? > 20(F?)] = 0.051

WwR(F?) = 0.130

S =1.08

1164 reflections

136 parameters

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained

refinement Flack parameter = 0.04 (3)
Table 1
Hydrogen-bonding geometry (A, °).
D—H A D—H H--A D---A D—H --A
O11—-HI11---012 0.82 1.94 2.746 (4) 169
N5—HS---012" 0.86 1.99 2.791 (4) 155
O12—H121---S6" 0.84 (2) 245 (3) 3234 (3) 156 (5)
O12—HI122---011' 0.83 (4) 1.86 (2) 2.685 (4) 178 (5)

Symmetry codes: (i) 14+ x,3—y, 1 —z; (i) 1 —x, i +y, 1 -z

All H atoms were initially located in a difference Fourier map.
Atoms H121 and H122 were refined freely. All other H atoms were
treated as riding on their parent atoms, with C—H = 0.97-0.98 A, O—
H = 0.82 A and N—H = 0.86 A, and with Uy,(H) = 1.5U.(O) or
12U.q(CN). Although there were no Friedel pairs, the absolute
configuration could be determined unambiguously.

Data collection: CAD-4 Software (Enraf-Nonius, 1989); cell
refinement: CAD-4 Software; data reduction: CAD-4 Software;
program(s) used to solve structure: SHELXS97 (Sheldrick, 1990);
program(s) used to refine structure: SHELXL97 (Sheldrick, 1997);
molecular graphics: PLATON (Spek, 2003); software used to prepare
material for publication: PLATON.

GC was suppported by an EEC postdoctoral grant (HPRN-
CT2000-00001). The excellent assistance of Christian Philouze
is acknowledged.
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