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1 INTRODUCTION A LA THEMATIQUE DE RECHERCHE : LES 

GLYCOSAMINOGLYCANES, LEUR STRUCTURE, LEURS FONCTIONS 

 

 

 

Un peu d’histoire…. 

 

Comme la plupart des grandes avancées scientifiques, la découverte de l’héparine est le fruit 

du hasard et d’une certaine ironie du destin. En effet, l’histoire de cette molécule, référence 

mondiale en matière d’agent anticoagulant, débute en 1916, lorsque Jay McLean, un jeune 

étudiant en médecine, parvient à isoler à partir de foie une fraction présentant une très forte 

activité anticoagulante, alors qu’il cherchait à identifier…. des molécules pro-coagulantes ! 

 

Ces premiers travaux lui vaudront son nom (puisque extraite du foie, « hepar » en grec) , mais 

il faudra attendre près de 15 ans pour que l’héparine soit enfin associée aux 

glycosaminoglycanes (appelés à cette époque mucopolysaccharides), une famille de 

polysaccharides complexes (incluant acide hyaluronique, chondroïtines sulfate, dermatanes 

sulfate, et kératanes sulfate) reconnus dès la fin XIXème siècle comme des constituants de 

base des matrices extracellulaires et des tissus conjonctifs [1]. A cette famille viendront 

s’ajouter un peu plus tard les héparanes sulfate [2], initialement nommés « héparine 

monosulfate », car considérés comme un sous-produit obtenu lors de la purification de 

l’héparine.  

 

C’est durant les années 50 que naît le concept de protéoglycane. Il apparaît de plus en plus 

clairement que les glycosaminoglycanes sont toujours retrouvés en association avec un 

composant protéique, et la nature covalente de ce glycoconjugué est confirmée par Muir et al., 

en 1958 [3]. En 1966, Roden et Smith [4] caractérisent le motif tétrasaccharidique impliqué 

dans l’accrochage des chaînes polysaccharidiques sur un core protéique.  Au cours des années 

70s, les premières données sur la structure fine des HS et de l’héparine sont obtenues, 

notamment grâce au développement de la RMN. Point d’orgue de l’ensemble de ces travaux, 

les efforts combinés de plusieurs équipes conduiront à l’identification du motif 

pentasaccharidique spécifique de fixation et d’activation de l’antithrombine III [5]. 
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Enfin, les vingt dernières années ont vu se multiplier les travaux sur les GAGs, conduisant à 

l’identification de nouveaux ligands ou de nouvelles fonctions biologiques. Une date clé de 

cette période est probablement 1991, quand deux équipes mettent en évidence le rôle majeur 

des HSPGs en tant que corécepteur indispensable à l’activité du facteur de croissance FGF-2. 

Aujourd’hui, plus de 300 protéines sont connues pour interagir avec les GAGs et ces 

polysaccharides sont clairement identifiés comme des acteurs essentiels de la régulation de la 

plupart des grands processus cellulaires, physiologiques ou pathologiques.  

 

 

1.1 LES PROTEOGLYCANES 

 

Les protéoglycanes (PGs) sont des glycoprotéines ubiquitaires, trouvés dans la plupart des 

tissus mammifères, et caractérisés par un core protéique sur lequel sont retrouvées associées 

de manière covalente une ou plusieurs chaînes de GAGs. Les propriétés fonctionnelles des 

PGs et leur classification dépendent de la séquence polypeptidique de leur core protéique 

(définissant différentes sous-familles de PGs), de la nature de leurs chaînes de GAGs 

(HSPGs, CSPGs, DSPGs…) et de leur localisation (principalement les PGs matriciels ou de 

surface cellulaire). 

  

 

1.1.1 Les PGs matriciels 

 

Les PGs sont l’un des constituants principaux des matrices extracellulaires. Les PGs 

matriciels correspondent généralement à de grosses protéines modulaires, porteuses de 

nombreuses chaînes de GAGs, d’HS ou de CS/DS. Plusieurs familles y sont représentées 

(Table 1), les principaux PGs matriciels étant : 

 

 - Le Perlécan, exprimé dans la membrane basale des cellules épithéliales et 

endothéliales, ainsi que dans le cartilage. Son core protéique de 470 kDa est constitué par 5 

modules protéiques, le domaine I portant les 3 chaînes de GAGs du protéoglycane 

(généralement de type HS). Le Perlécan est capable d’interagir, via ses modules protéiques ou 

ses chaînes de GAGs, avec de nombreux partenaires protéiques, tels que les intégrines, les 

FGFs, la laminine-1, la fibronectine, le collagène IV... Il est impliqué dans de nombreux 

processus physiologiques et pathologiques, tels que l’athérosclérose, l’angiogénèse et le 
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cancer [6]. Une mutation dans le domaine V du Perlécan a été associée au syndrome 

Schwartz-Jampel affectant les muscles et lié à la non-dégradation de l’acétylcholine [7]. 

Enfin, le clivage par protéolyse de la région C-terminale du Perlécan conduit à la libération de 

l’Endorépélline, peptide présentant des propriétés anti-angiogéniques [8]. 

 

 

Protéoglycane 
Core protéique 

(Kd) 

Nb de chaînes 

de GAGs 
Distribution 

Aggrécan 208–220 ~100 CS/DS Secrété ; cartilage 

Versican 265 12–15 CS/DS 
Secrété ; tissus conjonctifs ; aorte; 
cerveau 

Neurocan 145 1–2 CS/DS Secrété ; cerveau 

Brévican 96 0–4 CS/DS Secrété ; cerveau 

Décorine 36 1 CS/DS Secrétée ; tissus conjonctifs 

Biglycan 38 1–2 CS/DS Secrété ; tissus conjonctifs 

Perlécan 400 1–3 HS Secrété ; membranes basales ; cartilage 

Agrine 200 1–3 HS Secrétée ; jonctions neuromusculaires  

Collagène type 
XVIII 

147 2–3 HS Secrété ; membranes basales 

 

Table 1 : Les Protéoglycanes matriciels 
 
D’après [9]. 

 

 

 - L’Agrine est un HSPG présentant un core protéique de 225 kDa et au moins 3 

chaînes d’HS (localisées dans la région N-terminale de la protéine), conduisant à un poids 

moléculaire total de plus de 600 kDa. L’Agrine est un constituant abondant de la membrane 

basale et joue un rôle important au niveau des jonctions neuromusculaires en permettant le 

rassemblement des récepteurs à l’acétylcholine (AChRs) et la formation de l’appareil post-

synaptique [10]. L’épissage alternatif du gène de l’Agrine conduit à la synthèse de deux 

isoformes, dont l’une est une protéine transmembranaire de type II (TM-agrin) et l’autre est 

extracellulaire. Cette différence de localisation va conférer à ces isoformes des propriétés 

biologiques très distinctes [11]. 

 - Le Versican est une grosse protéine modulaire dont le poids moléculaire apparent 

peut dépasser les 1000 kDa. Les chaînes de GAGs sont retrouvées au niveau de deux régions 
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du domaine II, GAG- et GAG-, présentant plus de 30 séquences consensus d’attachement 

des GAGs, ainsi que des sites de N- et O-glycosylation. Différentes isoformes de Versican 

peuvent être générées par épissage alternatif des exons codant pour ces régions, aboutissant 

ainsi à des variants présentant l’une ou l’autre de ces régions, les deux ou aucune. Le versican 

a de multiples fonctions. En interagissant avec l’acide hyaluronique (via son domaine D1), il 

intervient dans les phénomènes de rétention d’eau et de remodelage cellulaire [12]. Il agit 

également comme un régulateur négatif de l’adhésion cellulaire et son expression est 

fortement augmentée dans un grand nombre de cancers [12-13]. 

  

 - l’Aggrécan, le plus volumineux des PGs, est le constituant majeur du cartilage. Il 

présente une organisation modulaire, avec en particulier un domaine II d’attachement des 

GAGs pouvant porter plus d’une centaine de chaînes de CS/DS [14]. Dans les cartilages, 

l’Aggrécan interagit avec l’acide hyaluronique et forme, en compagnie de protéines de 

liaisons (comme CD44 ou TSG-6), des complexes supra-moléculaires dont la taille peut 

atteindre plus de 200.000 kDa. Ces macro-complexes polyanioniques présentent des 

propriétés de rétention d’eau exceptionnelle (volume hydrodynamique mille fois supérieur à 

leur propre volume) et confèrent au cartilage ses caractéristiques physiques d’hydratation, 

d’élasticité et de résistance au stress mécanique [14-16]. 

 

 - la Décorine est un PGs appartenant à la famille des SLRPs (Small Leucine-Rich 

Protein) [14], caractérisée principalement par sa chaîne de DS unique reliée à son core 

protéique [16]. Elle est impliquée dans de nombreuse fonctions biologiques, comme la 

stabilisation des fibres de collagène [14], la croissance tumorale ou le contrôle de 

l’angiogénèse [17]. Son action ferait intervenir la régulation de facteurs de croissance, comme 

le TGF- [14, 18], mais également l’interaction avec des récepteurs de type tyrosine kinase, 

tels que l’EGFR, l’IGFR ou des récepteurs de type erbB [19-21]. 

 

 

1.1.2 Les PGs membranaires 

 

Les PGs retrouvés à la surface cellulaire sont, pour la très grande majorité, des HSPGs. Deux 

familles principales sont représentées, les Syndécans et les Glypicans, qui se distinguent par 

la nature de leur core protéique et leur mode d’ancrage à la membrane. 
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1.1.2.1 Les Syndécans 

 

Les Syndécans sont une famille de quatre protéines distinctes, nommés Syndécan-1-4 en 

fonction de leur ordre de découverte. Ce sont des protéines transmembranaires de type I, 

constituées d’une courte séquence C-terminale intracellulaire, d’une région transmembranaire 

et d’un domaine extracellulaire. Ce dernier correspond à la région la plus variable de la 

protéine, avec seulement 10-20% de similarité de séquence entre Syndécans [22]. Cependant, 

certaines caractéristiques de séquences demeurent très conservées, telles qu’un cluster 

d’acides aminés basiques proche du domaine transmembranaire, les motifs de reconnaissance 

aux protéases responsables du phénomène de « shedding » des ectodomaines des Syndécans 

(voir paragraphe 1.3.3.3), et les séquences impliquées dans l’attachement des chaînes de 

GAGs (voir paragraphe 1.3.2.1).  De fait, la nature, le nombre et la position des chaînes de 

GAGs sur les Syndécans restent invariables selon les espèces, suggérant un rôle essentiel des 

ectodomaines pour la présentation et la distribution des chaînes de GAGs selon un 

arrangement dans l’espace bien défini. Ainsi, les Syndécans-1 et -3 présentent des sites 

d’attachement des GAGs dans deux régions distinctes situées aux extrémités de leur 

ectodomaine, alors que les Syndécans-2 et -4 ne disposent que de ceux présents à l’extrémité 

N-terminale. Les Syndécans-1 et -4 sont des protéoglycanes hybrides à la fois porteurs de 

chaînes d’HS et de CS/DS. Pour le premier, l’ancrage des CS/DS se fait principalement au 

niveau des sites d’attachement proches de la membrane plasmique. A l’inverse, les 

Syndécans-2 et -3 sont des HSPGs exclusifs (pas de glycosylation de type CS/DS détectée 

pour ces protéoglycanes).  

 

Contrairement à leur ectodomaine, les régions transmembranaire et cytoplasmique des 

Syndécans sont très homologues (60-70% d’identité de séquence) et contiennent notamment 

quatre résidus tyrosine strictement conservés : trois dans le domaine cytoplasmique et un situé 

à la jonction de ces deux régions. Le domaine cytoplasmique se caractérise par la présence de 

deux régions très conservées, les domaines C1 (près du domaine transmembranaire) et C2 ( à 

proximité de l’extrémité C-terminale), séparés par une région variable V, présentant une 

faible homologie entre les Syndécans, mais une très bonne conservation inter-espèce. Cette 

région V jouerait un rôle important pour des fonctions biologiques Syndécan-spécifiques. Il a 

par exemple été montré que la région V du Syndécan-4 était impliquée dans la fixation de la 

protéine kinase C (PKC) et du phosphatidyl inositol di-phosphate (PIP2), interactions 

importantes lors de la participation de ce Syndécan dans la formation de complexes 
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d’adhésion focale [23-24]. A l’inverse, les domaines C1 et C2 seraient impliqués dans des 

fonctions communes aux différents Syndécans. Ainsi, le domaine C1 interagit avec des 

protéines de la voie de signalisation Cortactine/Src [25], et le domaine C2 présente un motif 

tétrapeptidique EFYA de reconnaissance aux protéines porteuses de domaines PDZ, telles que 

la Synténine [26] et CASK/Lin-2 [27].  

 

Bien que les Syndécans soient retrouvés à la surface de la plupart des cellules mammifères, 

leur expression est fortement régulée, en fonction du tissu considéré et au cours du 

développement et de la morphogénèse [28-29]. Ainsi, Syndécan-1 est principalement trouvé 

sur les cellules épithéliales [22] et les cellules circulantes malignes, tandis que Syndécan-2 est 

présent sur les cellules endothéliales, les fibroblastes, et est particulièrement abondant dans le 

foie [22, 30-31]. Syndécan-3 est uniquement présent dans les tissus neuronaux [28, 32-33], 

alors que Syndécan-4 possède le spectre d’expression le plus large et est exprimé par la 

plupart des cellules [28, 34-35]. 

 

 

1.1.2.2 Les Glypicans 

 

Les Glypicans furent initialement identifiés sur des fibroblastes pulmonaires humains [36], 

mais sont retrouvés dans un très grand nombre de tissus où ils sont généralement co-exprimés 

avec des membres de la famille des Syndécans. Les Glypicans sont des protéines très 

conservées (plus de 90% d’homologie entre les espèces), caractérisées par un core protéique 

de 63kDa entièrement extracellulaire, relié à la membrane plasmique via un ancrage de type 

glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI), présentant 14 résidus cystéine strictement conservés. 

Six membres ont été identifiés : Glypican-1 [36], Glypican-2 ou Cérébroglycan 

principalement exprimé durant le développement du système nerveux [37], Glypican-3 ou 

OCI-5 [38], Glypican-4 ou K-Glypican [39], Glypican-5 [40] et Glypican-6 [41-42]. Les 

Glypicans sont des HSPGs stricts [43-44], à l’exception du Glypican-5 également porteur de 

chaînes de CS/DS [45]. Bien que ces protéines ne possèdent pas de domaines 

transmembranaire et cytoplasmique, il a été montré que les Glypicans étaient impliqués dans 

la réponse cellulaire à de nombreux facteurs de croissance et morphogènes [46-47]. Par 

ailleurs, des modifications d’expression des Glypicans ont été observées dans différents types 

de tumeurs, notamment pour Glypican-3 [48-50]. Une mutation du gène de ce dernier a 

également été associée au syndrôme de Simpson-Golabi-Behmel [51-53]. Enfin, certaines 
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propriétés biologiques des Glypicans pourraient s’expliquer par leur ancrage membranaire de 

type GPI qui permettrait leur localisation (et celle de leurs ligands) dans des microdomaines 

membranaires spécialisés, les « rafts » [54-56].   

 

 

1.1.2.3 Autres HSPGs membranaires 

 

En dehors des familles des Syndécans et des Glypicans, des chaînes de GAGs ont été 

retrouvées sur certaines protéines membranaires. C’est le cas du récepteur de type III du 

TGF, aussi appelé Bétaglycan [57-58], capable de fixer simultanément le TGF via son core 

protéique, et le FGF-2 via ses chaînes d’HS [59]. Une isoforme particulière du récepteur du 

FGF, FGFR2-IIIb, est également porteuse d’une chaîne d’HS qui lui permettrait d’accroître 

son affinité pour son ligand [60-61]. Enfin, des chaînes d’HS sont présentes sur l’isoforme 

CD44E (ou Epican) issue de l’épissage alternatif du gène de CD44. Celle-ci, exprimée à la 

surface des monocytes, est impliquée dans la régulation des facteurs de croissance au cours de 

la réaction inflammatoire et du processus de cicatrisation [62-63].  

 

 

1.1.3 PG intracellulaire : la Serglycine 

 

La Serglycine est le seul PG intracellulaire connu à ce jour et est majoritairement retrouvée 

dans des vésicules de type granules de sécrétion. Elle possède le plus petit core protéique de 

tous les PGs identifiés (10 à 15 kDa), caractérisé par une répétition de 8 dipeptides Ser-Gly 

sur lesquels sont attachées les chaînes de GAGs. La Serglycine est majoritairement présente 

dans les mastocytes où elle porte alors des chaînes d’héparine (elle est le seul PG porteur de 

chaînes d’héparine) [64]. Ces chaînes d’héparine sont ainsi stockées dans les granules de 

sécrétion des mastocytes en complexe avec des protéases, et peuvent être relarguées lors de 

réactions inflammatoires [65-66]. La Serglycine a aussi été détectée, à moindre échelle, dans 

d’autres cellules d’origine hématopoïétique telles que les macrophages, les neutrophiles, les 

lymphocytes T cytotoxiques et les plaquettes [67]. Elle a enfin été identifiée dans les cellules 

endothéliales [68], les cellules acineuses pancréatiques [69] et les cellules souches 

embryonnaires [70]. Dans toutes ces cellules, la serglycine est porteuse de chaînes de CS. 

Néanmoins, certaines lignées cellulaires tumorales hématopoïétiques produisent de la 

Serglycine possédant un faible pourcentage de chaînes d’HS [70]. 
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1.1.4 Les PGs circulants 

 

Dans certaines conditions physiologiques ou pathologiques, des fragments de PGs matriciels 

ou cellulaires portant des chaînes de GAGs peuvent être libérés par protéolyse et présenter des 

fonctions biologiques bien précises (voir paragraphe 1.3.3.3). Il existe cependant un certain 

nombre de PGs strictement circulants, tels que la Bikunine ou l’Endocan.  

 

La Bikunine est un PG plasmatique présentant des propriétés anti-inflammatoires, anti-

tumorales et anti-métastatiques liées à la capacité de son unique chaîne de CS à former des 

complexes covalents avec des polypeptides issus de l’1-microglobuline. (appelés chaînes 

lourdes de type 1, 2, ou 3).  

 

L’Endocan ou ESM-1 (pour Endothelial Cell-Specific Molecule 1) est un PG circulant produit 

par les cellules endothéliales [71]. Il est constitué d’un core protéique de 18 kDa riche en 

cystéines (18 cystéines sur 184 AA) sur lequel est attaché (au niveau du résidu S137) une 

chaîne unique de DS.  

 

L’expression d’Endocan est intimement liée aux processus inflammatoires et au 

développement tumoral. Il a ainsi été montré que le taux d’Endocan circulant était fortement 

augmenté dans les pathologies associées à une stimulation de l’endothélium, comme les chocs 

septiques ou les cancers hypervascularisés tels que les cancers du poumon, du cerveau  et du 

rein [72-75]. Des études menées sur des modèles animaux ont également montré qu’une 

surexpression d’Endocan augmentait la tumorigénèse [75] et qu’Endocan était un des gènes 

surexprimés lors de la transition du phénotype dormant au phénotype agressif et angiogénique 

durant le développement tumoral [76]. Plus récemment encore, Endocan a été démontré 

comme spécifiquement exprimé par les cellules endothéliales dites « tip cells », responsables 

de la néo-angiogenèse tumorale [77-78]. 

 

La chaîne unique de DS portée par Endocan est essentielle à son rôle pro-tumoral, de par sa 

capacité à fixer des facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que le HGF/SF et le FGF-2 

[79-80]. Mais il a également été montré qu’Endocan pouvait se fixer avec une forte affinité au 

récepteur LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1) de la molécule d’adhésion 

ICAM-1. In vitro, Endocan peut se fixer aux lymphocytes via LFA-1 et inhiber l’interaction 

avec de l’ICAM-1 soluble, suggérant donc qu’il pourrait réprimer les phénomènes d’adhésion 
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leucocytaire dépendante de ce récepteur [81]. Dans ce sens, il a été montré in vivo qu’une 

augmentation du taux sérique d’Endocan conduisait à une réduction de l’adhésion des 

leucocytes à l’endothélium dans un modèle d’inflammation chez le rat [82]. 

 

 

1.2 LES GLYCOSAMINOGLYCANES 

 

Les glycosaminoglycanes sont une famille de polysaccharides complexes, linéaires et non 

ramifiés. Ils partagent une organisation structurale commune, basée sur la répétition d’une 

unité disaccharidique comprenant (exception faite des kératanes sulfate) un acide uronique 

(acide D-glucuronique ou acide L-iduronique) et une hexosamine (glucosamine ou 

galactosamine) pouvant être variablement sulfatés. La nature des sucres formant ces unités 

disaccharidiques, ainsi que les types des liaisons glycosidiques impliquées, permettent de 

définir 6 membres de cette famille, classés en 2 sous-familles (Figure 1): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : La famille des Glycosaminoglycanes (GAGs) 
 
GalNAc : N-acétyl galactosamine ; GlcNAc/S : N-acétyl/N-sulfo glucosamine ; HexA : acide hexuronique ; Gal: 
galactose ; GlcA : acide glucuronique ; IdoA : acide iduronique. 
 

 

- les galactosaminoglycanes, qui rassemblent les chondroïtines sulfate (CS) et les 

dermatanes sulfate (DS), polysaccharides caractérisés par la répétition d’unités 

galactosamines associées à un acide glucuronique exclusivement (pour les CS) ou  aux 

deux formes épimériques d’acides glucuronique/iduronique, dans le cas des DS.  

Glycosaminoglycanes 

HA HS/héparine 

Glucosaminoglycanes Galactosaminoglycanes 

CS DS 

GlcA GlcA/IdoA 

KS 

Gal HexA 

GlcA/IdoA GlcA 

GalNAc GlcNAc/S 
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Les CS sont les GAGs majoritairement retrouvés dans les tissus conjonctifs et tout 

particulièrement les cartilages, où elles jouent un rôle essentiel dans les propriétés élastiques 

et de résistance à la compression de ce tissu. Les CS peuvent être variablement sulfatées, la 

nature de ces sulfatations ayant donné lieu à une classification de ces polysaccharides. Ainsi, 

l’unité disaccharidique des CS peut être O-sulfatée en C-4 ou C-6 du résidu galactosamine 

(CS de type A et C, respectivement). Des formes plus rares, di-sulfatées (CS-D et E), ont 

également été retrouvées chez les requins, les calamars et certains crustacés. 

 

Les DS ont longtemps été considérés comme une sous-classe des CS et conservent encore le 

nom de CS de type B. Cette ambiguïté vient du fait que les DS (caractérisés par la présence 

d’acide iduronique) peuvent présenter une structure de type CS (acide glucuronique) sur la 

très grande majorité de leur chaîne. En plus des différentes sulfatations trouvées chez les CS, 

l’épimérisation d’acide glucuronique en acide iduronique permet une O-sulfatation en C2 de 

ce dernier (la réaction d’épimérisation ayant préférentiellement lieu lorsque le résidu 

galactosamine associé est 4-O-sulfaté). 

 

 

- Les glucosaminoglycanes, GAGs dont l’hexosamine est une glucosamine. Cette sous-

famille comprend 3 membres, l’acide hyaluronique (HA), les héparanes sulfate (HS) 

et l’héparine.  

 

L’HA est le GAG dont la structure est la plus simple, puisque sa chaîne polysaccharidique est 

exclusivement constituée par la répétition d’unités GlcA-GlcNAc. Il se distingue des autres 

GAGs car il n’est pas sulfaté, il n’est jamais retrouvé associé à un core protéique (il n’existe 

donc pas d’HA-PG) et il se présente sous forme de chaînes de tailles considérables (pouvant 

atteindre une longueur de 50000 unités disaccharidiques). L’HA est largement retrouvé dans 

les tissus épithéliaux et conjonctifs, l’humeur vitrée (d’où il a été initialement isolé), le liquide 

synovial et la peau. C’est un des constituants majeur des matrices extracellulaires, où il joue 

un rôle essentiel dans le maintien de l’hydratation, et est impliqué dans un certain nombre de 

processus physiologiques et pathologiques (adhésion cellulaire, migration, croissance 

tumorale…), notamment de par son interaction avec son récepteur cellulaire CD44 [83-84].  
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L’héparine et les HS sont les GAGs présentant le plus haut degré de sulfatation et de 

complexité structurale. Depuis leur découverte, ces polysaccharides ont fait l’objet d’études 

intensives, du fait de leur vaste répertoire d’activités biologiques et des immenses applications 

thérapeutiques de l’héparine comme agent anticoagulant. Leurs propriétés structurales et 

fonctionnelles sont décrites en détail ci-après (voir paragraphe 1.3). 

 

 

- Les kératanes sulfate 

 

Les KS se distinguent de tout autre GAGs par le fait que leur unité disaccharidique est 

constituée d’une glucosamine associée à un résidu glucose (à la place d’un acide 

hexuronique), ces deux sucres pouvant être O-sulfatés en C-6. Il existe 3 types de KS : les 

KS-I, II et III, principalement retrouvés dans les cartilages, la cornée (KS-I) et les os (KS-II). 

Ces KS se différencient principalement par leur mode d’ancrage aux cores protéiques : les 

KS-I correspondent à des N-glycosylations, et s’attachent sur la protéine au niveau 

d’asparagines, alors que les KS-II et KS-III sont retrouvés fixés sur des sérines ou des 

thréonines (O-glycosylations). Une des spécificités des KS-III est que la liaison sucre-protéine 

se fait via l’intermédiaire d’un résidu mannose.  

Enfin, une dernière particularité des KS est la présence de ramifications sur la chaîne 

polysaccharidique. Ainsi, certaines glucosamines peuvent être fucosylées, et de l’acide 

sialique est fréquemment retrouvé à l’extrémité des chaînes des KS (phénomène dit de 

« capping »). 

 

 

1.3 HEPARINE ET HS 

 

1.3.1 Structure des HS 

 

L’héparine et les HS possèdent une organisation structurale commune (Figure 2). Ils sont tous 

deux composés par la répétition d’une unité disaccharidique comprenant une glucosamine 

associée soit à un acide glucuronique, soit à un acide iduronique, et se caractérisent par un 

degré de sulfatation très élevé. En effet, le résidu glucosamine peut être soit N-acétylé, soit N-

sulfaté, soit plus rarement présenter un groupement amine non-substitué. Par ailleurs, des O-

sulfatations peuvent prendre place en C-2 de l’acide uronique, en C-6 de la glucosamine, et 
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plus rarement en C-3 de ce même résidu. Combinées entres elles, l’ensemble de ces 

modifications (épimérisation, N- et O-sulfatation) permet de générer 48 motifs 

disaccharidiques différents et conduit donc à un niveau de diversité considérable le long de la 

chaîne saccharidique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Structure des héparanes sulfate 
 
Les chaînes d’HS se caractérisent par une succession de disaccharides de type acide glucuronique – N-acétyl 
glucosamine (GlcNAc). Les modifications de ce motif de base portent sur la N-déacétylation/N-sulfatation des 
glucosamines(1), l’épimerisation d’acide glucuronique (GlcA) en acide iduronique(2) (IdoA) et la O-sulfatation de 
groupements hydroxyles précis : en C-2 de l’idoA(3), en C-6(4) et occasionnellement en C-3(5) de la glucosamine. 
L’arrangement de ces disaccharides définit des zones relativement homogènes et faiblement modifiées (      ) et 
des domaines très sulfatés, de séquences hypervariables (domaines S,     ). Les domaines S sont bordés de 
régions plus faiblement sulfatées, appelées domaines de transition (        ). 
 

 

Une autre particularité des HS et de l’héparine, liée au mécanisme de fonctionnement de leur 

voie de biosynthèse (voir paragraphe 1.3.2), est que ces modifications sont localisées dans 

certaines régions de la chaîne saccharidique. Ceci confère donc à ces polysaccharides une 

organisation moléculaire unique, où des domaines peu ou pas substitués, présentant donc très 

majoritairement le motif disaccharidique de base GlcA – GlcNAc, alternent avec des régions 

hautement substituées, caractérisées par de très forts degrés de sulfatation et d’hétérogénéité 

structurale. Ces domaines sont respectivement appelés domaines NAc et domaines S, car 

principalement définis par la nature de leurs résidus glucosamines (N-acétylées ou N-

sulfatées). Pour les HS, le taux de N-sulfatation (et donc le pourcentage de la chaîne 

correspondant à des domaines S) atteint généralement les 50%, alors qu’il dépasse les 80% 

pour l’héparine. Cette dernière présente donc très majoritairement une structure de type 

« domaine S » et est beaucoup plus modifiée et sulfatée que les HS. A ce titre, le motif 

majoritaire retrouvé dans l’héparine est le disaccharide tri-sulfaté [IdoA,2S – GlcNS, 6S]. La 

présence dans les HS et l’héparine de ces domaines S fortement sulfatés est à l’origine de la 
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plupart de leurs propriétés biologiques, ceux-ci renfermant l’ensemble de l’information 

nécessaire à la reconnaissance et à la fixation de leurs ligands protéiques. 

 
 

1.3.2 Biosynthèse des HS 

 

La biosynthèse des HS est un processus complexe et hautement régulé qui prend place dans 

l’appareil de Golgi. Il peut se décomposer en trois étapes principales : (i) la formation d’un  

motif tétrasaccharidique « linker » qui permettra l’attachement de la chaîne polysaccharidique 

sur le core protéique, au niveau d’un dipeptide Sérine-Glycine ; (ii) la synthèse d’une chaîne 

saccharidique immature (dite « pro-héparane »), constituée exclusivement de résidus GlcA et 

GlcNAc ; et (iii) la maturation du polysaccharide par l’action séquentielle d’une série de 

réactions de modification, comprenant la N-déacétylation/N-sulfatation de résidus 

glucosamines, la C-5 épimérisation de GlcA en IdoA, la 2-O sulfatation d’IdoA, et la 6-O- (et 

éventuellement 3-O-) sulfatation de glucosamines [85-88]. 

 

 

1.3.2.1 Formation du tétrasaccharide « linker » 

 

La biosynthèse des GAGs débute avec la formation d’un motif tétrasaccharidique universel 

(commun à tous les GAGs), de séquence Xyl – Gal – Gal – GlcA, permettant l’attachement de 

ces polysaccharides au core protéique des protéoglycanes (Figure 3). La première étape de ce 

processus correspond au transfert par des xylosyl-transférases (XylT-I et XylT-II) d’un xylose 

d’un substrat UDP-Xyl donneur vers un résidu sérine (occasionnellement thréonine) accepteur 

de la protéine. Les mécanismes dirigeant l’addition de xylose vers les sites d’attachement 

précis des chaînes saccharidiques sur les protéoglycanes restent mal connus. Cependant, des 

études ont suggéré un rôle de séquences d’acides aminés acides à proximité des dipeptides 

Ser-glycine receveurs [89]. 

 

Cette première étape est suivie par l’addition de deux résidus de galactose, réactions 

catalysées par deux galactosyl-transférases (GalTs), puis d’un GlcA par la glucuronyl-

transférase I (GlcAT-I). 
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Figure 3 : Biosynthèse des GAGs : formation du tétrasaccharide « linker »  
 
D’après [9]. 
 

 

1.3.2.2  Elongation de la chaîne saccharidique 

 

L’élongation de la chaîne saccharidique à partir du tétrasaccharide « linker » débute par 

l’addition d’une première hexosamine, dont la nature (galactosamine ou glucosamine) va 

orienter le processus de biosynthèse vers la voie d’assemblage des CS/DS ou celle des HS 

(Figure 3). Les mécanismes de régulation de cette étape cruciale demeurent mal connus, mais 

ceux-ci font très certainement intervenir des motifs structuraux spécifiques présents dans la 

chaîne polypeptidique du protéoglycane. La présence de groupements d’acides aminés acides 

et/ou hydrophobes proches du site d’ancrage Ser-Gly semble, par exemple, promouvoir la 

synthèse de chaînes d’HS [90-91]. Un rôle de motifs peptidiques plus éloignés a également 

été suggéré [92]. Par ailleurs, des substitutions du tétrasaccharide « linker », telles que la 4-O- 
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ou la 6-O-sulfatation des résidus Gal, ou encore la 2-O-phosphorylation du xylose, semblent 

également intervenir dans la régulation de ces étapes [93]. Ainsi, il a été montré que les 

résidus Gal,4S n’étaient retrouvés que sur les tétrasaccharides porteurs de chaînes de CS et 

sembleraient inhiber l’activité glucosaminyl-transférase [93-95]. Plusieurs enzymes semblent 

impliquées dans ce processus, telles que les EXTL2 et EXTL3 (pour l’addition de 

glucosamine) ou les GalNAcT-I et GalNAcT-II (ajout de galactosamine). De façon 

surprenante, dans certaines conditions, l’enzyme EXTL2 peut également présenter une 

activité galactosaminyl-transférase [96]. Cependant, elle catalyse alors la formation d’une 

liaison de type (1-4), alors que les CS/DS sont assemblés via des liaisons (1-4). Le rôle 

biologique de cette activité enzymatique n’a pour l’instant pas été déterminé. 

 

Une fois la première hexosamine ajoutée, l’assemblage des chaînes d’HS se poursuit par 

addition séquentielle de GlcA et de GlcNAc par les enzymes EXT1 et EXT2. Dans le Golgi, 

ces enzymes forment un hétérodimère présentant la double activité glucuronyl- et 

glucosaminyl-transférase (Figure 4). D’autres enzymes, telles que les EXTL1 et EXTL3, ont 

été identifiées comme ayant une activité glucosaminyl-transférase, mais leur contribution 

dans le processus d’élongation des chaînes d’HS demeure mal connue.  

 

 

1.3.2.3 Maturation de la chaîne  

 

La dernière étape de synthèse des HS correspond à une série de modifications catalysées par 

des enzymes ou des familles d’enzymes, qui vont conférer au polysaccharide mature ses 

caractéristiques de sufatation et de diversité structurale (Figure 4).  

 

Les modifications débutent par l’action des NDSTs (N-déacétylases/N-sulfotransférase), 

enzymes présentant une double activité de déacétylation des glucosamines et de sulfatation 

des groupements amines libres ainsi générés. Cette famille comprend quatre membres : 

NDST1-4. NDST1 et NDST2 sont exprimés dans la plupart des tissus, alors que NDST3 et 

NDST4 ne sont retrouvés que dans les tissus neuronaux et durant le développement 

embryonnaire [97].  
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Figure 4 : Biosynthèse des GAGs : élongation et maturation de la chaîne saccharidique 
 
D’après [9]. 
 

 

La N-déacétylation/N-sulfatation des glucosamines est considérée comme une des étapes les 

plus importantes de la biosynthèse des HS. En effet, de par sa position en amont des autres 

réactions de modification, elle va contribuer à définir l’ébauche des domaines S et leur 

organisation le long de la chaîne. Par ailleurs, du fait du caractère séquentiel du processus de 

biosynthèse, cette première étape va grandement influencer l’action de l’ensemble des 

réactions suivantes et par conséquent, le degré de modification/sulfatation du polysaccharide. 

Ainsi, le degré de N-sulfatation étant un des principaux critères de distinction entre héparine 

et HS,  il est considéré que l’action des NDSTs correspond au point de divergence dans les 

voies de synthèse de ces deux polysaccharides. Cependant, malgré l’importance de cette 

étape, les mécanismes de régulation en jeu sont mal connus. La contribution de chacune des 
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isoformes dans ce processus demeure elle aussi mal comprise, même si un certain nombre 

d’indications suggèrent qu’elles ont des fonctions biologiques distinctes [97-98]. L’étude de 

souris KO pour les NDSTs a ainsi montré que seule une déficience en NDST1 conduisait à la 

production d’HS significativement sous-sulfatés, l’absence des autres isoformes étant 

généralement atténuée par des phénomènes de compensation. De manière intéressante, les 

souris KO pour NDST2 présentent un phénotype normal pour la synthèse d’HS dans tous les 

tissus, mais ne réalisent pas la synthèse d’héparine dans les mastocytes. Une hypothèse est 

que la NDST catalyse la N-sufatation jusqu’à un certain niveau et que la NDST2 peut alors 

reconnaître et agir au niveau de ces régions pré-N-sulfatées pour permettre la synthèse 

d’héparine et des formes d’HS les plus fortement sulfatées. En parallèle, il a été montré que la 

NDST3 présentait une activité N-déacétylase supérieure à son activité N-sulfotransférase [99]. 

En conséquence, l’action de cette isoforme pourrait conduire à la formation de résidus 

glucosamines atypiques présentant un groupement NH3 libre, résidus ayant déjà été associés 

avec des fonctions biologiques particulières [100]. 

 

Les deux cycles de modification suivants correspondent à la C-5 épimérisation de GlcA en 

IdoA et à la 2-O-sulfatation des acides uroniques. Contrairement aux autres étapes de la 

biosynthèse, ces deux réactions sont respectivement catalysées par des enzymes uniques, la 

glucuronyl C-5 épimérase, récemment renommée HSepi, et la 2-OST [101-102]. L’action de 

ces enzymes semble étroitement contrôlée par leur spécificité de substrat. Ainsi, l’activité de 

HSepi est dépendante de la présence de glucosamines N-sulfatées (au moins en C4 de 

l’uronate) adjacentes, ceci expliquant l’absence d’IdoA dans les domaines NAc. De la même 

manière, la 2OST agit quasi exclusivement sur les IdoA. Ces enzymes semblent en fait 

travailler de concert, certains travaux suggérant qu’elles pourraient exister sous forme 

d’hétérodimères dans le Golgi. La C5-épimérisation est une réaction réversible conduisant à 

un équilibre entre GlcA et IdoA. Au contraire, la 2-O-sulfatation est un processus irréversible 

qui pourrait donc déplacer l’équilibre entre épimères en faveur de la forme IdoA. Il est 

cependant intéressant de noter que des résidus GlcA,2S ont été retrouvés dans les HS issus de 

cerveau [103] 

 

Suite à la 2-O-sulfatation, les HS sont alors O-sulfatés en C6 de la glucosamine par les 

enzymes de la famille des 6OSTs, comprenant 3 isoformes. La réaction de 6-O-sulfatation ne 

semble pas aussi strictement dépendante des étapes de modification précédentes et des 

groupements 6S peuvent être ajoutés sur des résidus GlcNAc ou GlcNS, notamment dans les 
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domaines de transition. L’existence de spécificité de substrat entre les différentes 6OSTs n’a à 

ce jour pas été clairement établie, mais la 6OST1 est indiscutablement l’isoforme 

prépondérante de cette famille et est considérée comme responsable de la 6-O-sulfatation des 

HS dans la plupart des tissus [104]. Enfin, une dernière famille d’enzymes, les 3OSTs, vont 

catalyser la 3-O-sulfatation des glucosamines. Cette large famille de 6 isoformes (plus un 

variant de la 6OST3 issu d’épissage alternatif) a été intensivement étudiée, du fait de 

l’importance de ces groupements sulfates pour les propriétés anticoagulantes de l’héparine et 

des HS. Ainsi, la structure des formes 3OST1, 3OST3 et 3OST5 a été résolue par 

cristallographie aux rayons X [105-107]. Par ailleurs, des informations sont disponibles sur la 

spécificité de substrat des diverses isoformes de 3OSTs et sur l’activité des motifs générés 

dans deux systèmes biologiques où la 3-O-sulfatation est cruciale : la fixation à 

l’antithrombine III et le rôle de récepteur d’entrée pour l’HSV (Table 2).   

 

 

3OST AT-III HSV 

3OST1   

3OST2   

3OST3A   

3OST3B   

3OST4   

3OST5   

3OST6   

 

Table 2 : Génération des motifs 3-O-sulftatés de fixation de l’AT-III ou d’entrée de 

l’HSV-1 par les différentes isoformes de 3OSTs 
 
 

 

1.3.3 Le catabolisme des HS 

 

Afin de permettre une adaptation rapide de la cellule aux évolutions de son environnement, 

les protéoglycanes et les chaînes d’HS qu’ils portent sont rapidement recyclés (demi-vie de 

~3-4 heures) et renouvelés à la surface cellulaire [108]. Classiquement, la voie de catabolisme 
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des HS implique une internalisation par endocytose, suivie d’une dégradation suite à l’action 

concertée d’endoenzymes, qui vont tout d’abord dépolymériser les chaînes d’HS en 

oligosaccharides, puis d’exoenzymes qui vont alors réduire ces oligosaccharides en 

monosaccharides et en sulfate inorganique. Des mutations ou des défauts dans cette 

machinerie de recyclage des HS provoquent généralement une accumulation de fragments 

d’HS partiellement dégradés, conduisant à des pathologies graves nommées 

mucopolysaccharidoses (MPS). 

 

Récemment, des travaux ont montré que certaines enzymes de dégradation avaient une 

activité extracellulaire et conduisaient à un remodelage des HS matriciels et de la surface 

cellulaire ayant des conséquences fonctionnelles extrêmement importantes.  

 

 

1.3.3.1 Les Héparanases  

 

 Les héparanases sont des endo--glucuronidases exprimées dans une grande variété de tissus. 

Chez l’homme, l’héparanase est synthétisée sous la forme d’une protéine précurseur de 65 

kDa. Celle-ci subit alors un clivage protéolytique qui conduit à la forme mature de l’enzyme, 

représentée par un complexe non-covalent de deux sous-unités de 8 et 50 kDa. La sous-unité 

de 50 kDa présente six sites de glycosylation potentiels, glycosylation qui ne semble pas 

indispensable pour l’activité catalytique, mais jouerait un rôle dans la sécrétion de l’enzyme 

[109]. Depuis plus de 25 ans, les héparanases étaient connues pour leur implication dans le 

catabolisme des HS à l’intérieur des cellules. Mais récemment, des travaux ont également mis 

en évidence une activité extracellulaire de ces enzymes, jouant un rôle important dans le 

remodelage des matrices extracellulaires durant l’inflammation, l’angiogénèse, la croissance 

tumorale et les processus de métastatisation [110-113]. Depuis, les héparanases ont été 

intensivement étudiées et sont devenues des cibles majeures de nombreuses approches 

thérapeutiques anti-cancéreuses [114-116]. Outre son rôle dans la dégradation des HS, il a 

aussi été montré que les héparanases promouvaient l’adhésion cellulaire et ce, 

indépendamment de leur activité enzymatique [117].  

 

En 2000, un gène présentant 40% d’identité à celui de l’héparanase a été identifié comme le 

gène de l’héparanase 2 [118]. Par épissage alternatif, ce gène code en fait pour trois 

héparanases différentes. Cependant, à ce jour, aucune activité enzymatique n’a été associée 
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avec ces protéines et leur fonction biologique demeure inconnue. Il reste néanmoins 

intéressant de noter que les héparanases 1 et 2 présentent des profils d’expression de leurs 

ARNm très différents dans les tissus. Enfin, bien que ne présentant aucun lien structural, une 

activité héparanase a été mise en évidence chez la CXC chimiokine CTAP-III (Connective 

Tissue Activating Peptide III) [119]. Ici encore, l’importance physiologique de ces activités 

enzymatiques reste mal connue. 

 

L’héparanase dégrade les chaînes d’HS en larges fragments d’environ 5-6 kDa (soit 20-22 

unités saccharidiques). La coupure du polysaccharide s’effectue au niveau des GlcA, mais 

nécessite la présence de GlcNS à proximité. En conséquence, l’activité des héparanases est 

principalement focalisée sur les régions de transition entre domaines NAc et S et conduit à la 

libération de larges fragments de type « domaine S ». L’activité de l’héparanase sur les 

protéoglycanes de la matrice  a donc un triple effet : elle déstabilise la cohésion matricielle et 

facilite ainsi la migration cellulaire, l’invasion et la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins ; elle libère les cytokines et facteurs de croissance (VEGF, FGFs…) associés à la 

matrice qui vont alors induire de nombreux processus biologiques tels que la prolifération 

cellulaire et la néovascularisation  ; elle catalyse la libération de fragments d’HS présentant 

une structure de type domaine NS, biologiquement actifs, capables de promouvoir l’activité 

de ces facteurs de croissance [120-121]. 

 

 

1.3.3.2 Les Sulfs 

 

Les Sulfs sont une famille de sulfatases récemment découvertes, qui présentent la particularité 

d’être excrétées dans l’environnement extracellulaire par la voie du Golgi, et se localisent à la 

surface cellulaire et dans les matrices. D’abord mise en évidence chez la caille (QSulf-1), des 

orthologues ont ensuite été isolés et clonés chez la souris, le rat et l’homme, et un second 

membre de cette famille, Sulf-2, a été identifié [122-124]. Sulf-1 et Sulf-2 présentent un degré 

de similarité relativement modeste (63-65% d’identité de séquence chez l’homme et chez la 

souris), mais possèdent une organisation moléculaire commune [123, 125-126] ; ce sont de 

larges protéines (870-875 AA, en fonction des espèces) constituées de quatre domaines 

(Figure 5) : une séquence signal clivable (SP), un domaine catalytique (CAT), un domaine 

basique/hydrophile (HD) et une région C-terminale (C-Ter). 
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Figure 5 : Organisation en domaines des Sulfs 

 

 

Bien que l’homologie avec les autres sulfatases d’origine mammifère soit très limitée, un très 

fort degré de conservation est observé au niveau du site actif de ces enzymes. En particulier, 

une cystéine située dans la partie N-terminale du domaine catalytique est retrouvée chez 

toutes les sulfatases eucaryotes. Ce résidu subit une modification post-traductionnelle pour 

être converti en N-formylglycine (FGly) et est essentiel pour l’activité enzymatique [126-

127]. Au contraire, le domaine HD est une caractéristique propre des Sulfs qui n’est retrouvée 

chez aucune autre sulfatase. Il est particulièrement riche en acides aminés basiques avec 

notamment un motif de 12 résidus basiques consécutifs présent à son extrémité C-terminale. 

Ce domaine est impliqué dans la fixation des HS et dans l’ancrage de l’enzyme à la surface 

cellulaire. Les Sulfs présentent également 10-11 sites de N-glycosylation potentiels, 

principalement situés dans leur région N-terminale. Pour QSulf-1, la glycosylation est 

nécessaire à la reconnaissance du substrat, l’activité enzymatique, la sécrétion et l’adressage à 

la surface cellulaire [128]. Le rôle des glycosylations chez les Sulfs humaines n’est pas encore 

bien défini. Cependant, une étude récente suggère que pour HSulf-1, elles ne sont pas 

impliquées dans la reconnaissance du substrat ou la localisation à la membrane [125]. Enfin, 

les Sulfs présentent dans leur séquence des sites de clivage potentiels à la furine. L’un d’entre 

eux est présent dans la région interne du domaine HD et serait impliqué dans les processus de 

maturation de la protéine en un hétérodimère non-covalent [129]. Cependant, le rôle exact de 

ce phénomène demeure mal défini. 

 

Les Sulfs sont des enzymes présentant une activité aryl-sulfatase à pH neutre. Contrairement à 

l’ensemble des autres sulfatases, leur activité est extracellulaire. Elles y catalysent la 6-O-

désulfatation spécifique des HS cellulaires matriciels. Le mécanisme enzymatique en jeu se 

base sur la présence du résidu strictement conservé FGly issu de modifications post-

traductionnelles, qui supporte l’hydrolyse du groupement sulfate via une réaction de trans-

estérification [126]. Les spécificités de substrat de l’enzyme restent mal connues. Le domaine 

catalytique comprenant le résidu FGly est suffisant pour promouvoir l’activité aryl-sulfatase 

CAT HD SP C-ter 
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et l’hydrolyse de pseudo-substrats, tels que le 4-méthylumbelliferyl sulfate (4-MUS). 

Cependant, la 6-O-désulfatation de substrats naturels, comme les HS ou l’héparine, demande 

également la présence du domaine HD. Pour les HS, les groupements 6-O-sulfates se 

retrouvent principalement au sein des domaines S, mais également dans les régions bordant 

ces domaines (voir Figure 2). De manière intéressante, les Sulfs agissent exclusivement sur 

les disaccharides tri-sulfatés [UA(2S) – GlcNS(6S)], disaccharides caractéristiques des 

régions les plus internes des domaines S [123, 130]. Aucune 6-O-désulfatation n’est observée 

sur un autre type de disaccharide 6-O-sulfaté. De plus, la 6-O-désulfatation catalysée par les 

Sulfs n’est pas exhaustive : en fonction des études, le traitement de chaînes d’HS avec HSulf-

1 ou HSulf-2 aboutit à une perte de 50-70% du disaccharide [UA(2S) – GlcNS(6S)], ceci 

correspondant à une moyenne de 6-O-désulfatation d’environ 15%. Ramenée à la charge 

totale du polysaccharide, l’action des Sulfs ne produit donc qu’une réduction de 4-5% de la 

sulfatation.  

 

Pourtant, de manière remarquable, ces faibles modifications dans la structure des HS 

conduisent à des altérations massives de leurs propriétés fonctionnelles. En modifiant les 

profils de 6-O-sulfatation au cœur des domaines S, les Sulfs affectent la capacité du 

polysaccharide à moduler l’activité d’un grand nombre de facteurs de croissance, de 

morphogènes et de chimiokines [130-131]. Les Sulfs jouent ainsi un rôle crucial dans de 

nombreux processus physiologiques et pathologiques, tels que le développement et la 

régénération tissulaire [122, 132-134]. Elles sont également impliquées dans la progression 

tumorale, les études menées sur le sujet ayant montré une activité pro- ou anti-oncogénique, 

en fonction des modèles biologiques considérés et des voies de signalisation mobilisées [135-

139]. 

 

 

1.3.3.3 Le « Shedding » 

 

Bien que non directement lié aux modifications des HS, le processus de « Shedding » décrit 

pour les Syndécans joue un rôle critique dans la régulation de l’activité de ces polysaccharides 

à la surface cellulaire. Comme expliqué précédemment (voir paragraphe 1.1.2.1), les 

domaines extracellulaires des Syndécans peuvent être séparés du reste de la protéine par 

clivage protéolytique au niveau d’un site de coupure proche de la membrane plasmique. Les 

enzymes impliquées dans ce phénomène sont des métalloprotéinases matricielles (MMP) et 
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des membres de la famille des ADAMs (disintegrin and metalloptroteinase). Le Shedding est 

un processus constitutif faisant partie intégrante du recyclage des Syndécans, mais il peut être 

accéléré par un certain nombre de stimuli, tels que des facteurs de virulence bactérienne, des 

chimiokines, des facteurs de croissance ou en réponse au stress.  

 

Le Shedding des Syndécans a des conséquences fonctionnelles importantes car il permet la 

libération de chaînes d’HS intègres, présentant l’ensemble de leurs activités biologiques. Il a 

été par ailleurs montré que les Syndécans-1 présents à la surface cellulaire présentaient des  

propriétés différentes de celles de leurs ectodomaines libérés à l’issu du Shedding. Sur des 

cellules MCF-7 d’adénocarcinome, ces derniers (comparé au Syndécan-1 entier de surface) 

inhibent la prolifération cellulaire, mais favorisent l’invasion [140]. Par ailleurs, le Shedding 

de Syndécan-1 a également été associé à la permissivité à Pseudomonas aeruginosa [141], et 

celui du Syndécan-4 permettrait d’augmenter les distances d’action des facteurs de croissance 

exprimés durant l’induction du mésoderme [142].    

 

 

1.4 INTERACTION HS/PROTEINES 

 

Les multiples propriétés des PGs s’expliquent, dans l’immense majorité, par la capacité de 

leurs chaînes polysaccharidiques à fixer et, dans certains cas, à moduler l’activité d’une très 

grande variété de protéines (voir Table 3). L’étude de ces interactions, à la fois d’un point de 

vue structural, dynamique et fonctionnel, constitue donc une étape essentielle vers la 

compréhension des phénomènes biologiques liés à ces molécules. 

 

 

1.4.1 Rôle fonctionnel 

 

Devant l’étendue des processus biologiques impliquant les HS, il serait impossible de dresser 

une liste exhaustive de leurs différentes fonctions modulatrices. Cependant, un certain nombre 

d’exemples d’interactions HS/protéines maintenant bien caractérisées illustrent la grande 

diversité d’activité que présentent ces molécules. 
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Familles de 

Protéines 
Protéines fonction 

Protéases/Estérases 
AT-III, SLPI, C1i, 
VCP… 

Coagulation, voies métaboliques, voies du 
complément 

Facteurs de 
croissance 

FGFs, VEGF, 
HGF, PDGF… 

Prolifération, différenciation et migration 
cellulaire, angiogénèse 

Morphogènes 
Wnt, Hedgehog, 
BMP 

Développement, embryogénèse 

Cytokines 
Il-5, IL-8, IL-10, 
IFN…  

Inflammation, cicatrisation 

Chimiokines 
SDF, RANTES, 
PF4… 

Inflammation, « Leukocyte Homing » 

Protéines fixant les 
lipides 

Annexin V, ApoE 
Transport et métabolisme des lipides 

Protéines 
d’adhésion 

Sélectines, 
Fibronectine, 
Vitronectine, 
Collagène type V, 
Laminine 

Adhésion, migration, cohésion tissulaire 

Pathogènes 

VIH, virus de la 
Dengue, HSV, 
papillomavirus, 
Streptococcus 

pneumoniae, 
Plasmodium 

falciparum… 

Infection 

 

Table 3 : Exemples de protéines fixant les HS 
 
D’après [143] et http://glyco3d.cermav.cnrs.fr/cgi-bin/gag/gag.cgi. 

 

 

1.4.1.1 Interaction AT-III/HS : activation par induction d’un changement conformationnel 

de la protéine 

 

L’activation de l’antithrombine III (AT-III) par les HS et l’héparine constitue, et de loin, le 

modèle d’interaction protéine/GAGs le plus étudié et le mieux caractérisé. L’AT-III est un 

membre de la famille des Serpines (Serine Protease Inhibitor) capable d’inhiber l’ensemble 

des facteurs de la coagulation sanguine (à l’exception du facteur VIIa) et, en particulier, du 

facteur Xa. L’activité de l’AT-III est fortement dépendante de sa fixation à un motif d’HS 

spécifique. Cette interaction induit un changement conformationnel de l’AT-III, se traduisant 

en particulier par l'exposition de la boucle réactive de la protéine, qui va alors permettre la 
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1 

Unité 

saccharidique 
2 3 4 5 

reconnaissance des protéases cibles, puis après clivage, stabiliser le complexe AT-III/protéase 

de façon irréversible [143]. 

 

La caractérisation structurale du motif saccharidique fixant l’AT-III a été sans nul doute un 

des plus grands accomplissements scientifiques dans ce domaine et est le fruit du travail mené 

par plusieurs équipes de recherche durant plus de 15 ans (for review, see [5]). Celles-ci ont 

conduit à l’identification d’un motif pentasaccharidique présentant en son centre une 

glucosamine 3-O-sulfatée (Figure 6, [144]). La résolution par cristallographie aux rayons X 

de la structure du complexe AT-III/pentasaccharide a permis de définir précisément les acides 

aminés impliqués dans l’interaction, ainsi que la contribution respective de chacune des unités 

saccharidiques. Ces résultats montrent l’existence de deux sites de fixation distincts sur la 

protéine, composés des résidus K114, K125 et R129 pour le premier, et des résidus R46 et 

R47 pour le second. Du côté du sucre, les monosaccharides 1-3 (Figure 6) fixent tout d’abord 

l’AT-III et induisent le changement conformationnel qui est alors stabilisé par l’interaction 

avec le disaccharide 4-5, l’acide iduronique en position 4 adoptant une conformation de type 
2S0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Motif pentasaccharidique de fixation à l’AT-III 

 

 

Toujours dans le contexte de la coagulation, et alors qu’un pentasaccharide est suffisant pour 

activer l’AT-III et promouvoir l’inhibition du facteur Xa, l’inhibition de la thrombine par 

cette même protéine nécessite un fragment d’HS/héparine beaucoup plus long (16-18 

saccharides). Le motif pentasaccharidique est toujours présent dans ce fragment, mais les HS 

jouent ici un rôle supplémentaire, en fixant les deux protéines simultanément et en facilitant 

ainsi leur rapprochement et leur interaction. 
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1.4.1.2 Interaction FGF/HS : rôle de corécepteur 

 

La découverte du rôle des HS comme corécepteur indispensable à l’activité du facteur de 

croissance FGF-2 [145-146] a été un autre tournant majeur dans la recherche sur ces 

molécules. Ainsi, si le facteur de croissance peut se fixer à son récepteur en l’absence d’HS, la 

formation d’un complexe ternaire FGF/FGFR/HS est nécessaire à l’induction d’une réponse 

cellulaire. L’étude de cette interaction a constitué mon sujet de thèse et les travaux réalisés 

dans ce domaine sont décrits en détail dans le paragraphe 2. 

 

 

1.4.1.3 Interaction IFN/HS : rôle dans la localisation, la protection et la régulation de 

l’activité 

 

L’IFN est une cytokine de 17 kDa présentant des activités immunomodulatrices, 

antiprolifératives et antivirales [147-148]. Cette protéine est trouvée sous la forme d’un 

homodimère, stabilisé par des liaisons non covalentes, où les deux monomères s’agencent 

tête-bêche et s’imbriquent en entrelaçant les sept hélices  présentes dans leur séquence 

peptidique. Le dimère d’IFN se caractérise donc par un cœur extrêmement structuré, d’où 

dépassent des boucles très flexibles correspondant aux régions C-terminales de chacun des 

monomères (Figure 7). Ces régions N-terminales contiennent deux domaines riches en acides 

aminés basiques, les domaines D1 (AA 125-131) et D2 (AA 137-140), qui jouent un rôle 

important  pour l’activité de la cytokine [149]. La réponse cellulaire à l’IFN est dépendante 

de sa fixation à un récepteur cellulaire spécifique, l’IFNR, hétérodimère composé de deux 

sous-unités  et , qui va alors induire la voie de signalisation cellulaire des Jak/STAT.  

 

En parallèle, l’IFN se fixe également avec une haute affinité aux HS. Cette interaction a des 

conséquences fonctionnelles multiples sur l’activité de la cytokine. Tout d’abord, des études 

in vivo ont montré que la fixation de l’IFN aux HS régulait son élimination plasmatique et sa 

distribution tissulaire [150-151]. Par ailleurs, les interactions IFN/HS et IFN/IFNR sont 

antagonistes. Les HS, présents en abondance à la surface cellulaire, agissent ainsi comme des 

régulateurs négatifs de l’accès de l’IFN à son récepteur, et donc de son activité biologique. 

La fixation des HS sur l’IFN s’effectue au niveau du domaine D1 situé dans la région C-

terminale de la cytokine [152]. Les domaines D1 et D2 présentent une grande sensibilité à la 
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protéolyse. La perte de ces deux domaines se traduit par une très forte diminution des 

propriétés fonctionnelles de l’IFN. A l’inverse, la coupure des 10 derniers acides aminés 

(perte du domaine D2 seulement) conduit à une potentialisation de l’activité de la cytokine 

[150]. En se fixant spécifiquement au domaine D1, les HS le protègent de la protéolyse mais 

n’empêchent pas l’élimination du domaine D2. Ce mécanisme de protection contribue donc à 

promouvoir l’activité de la cytokine. Dans un contexte physiologique, l’ensemble de ces 

effets permet probablement une régulation très fine des propriétés biologiques de l’IFN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Structure du complexe IFN/HS 
 
L’IFN présente une extrémité C-terminale non structurée comportant deux régions basiques : les domaines D1 
et D2. Les domaines D1 de chaque monomère sont impliqués dans l’interaction avec les HS et reconnaissent 
deux motifs sulfatés (octasaccharides de type domaine S) séparés par une région interne non sulfatée (~dp29 de 
type domaine NAc). Cette dernière ne participe pas directement à l’interaction, mais permet un espacement des 
motifs sulfatés adapté à la configuration spatiale du dimère d’IFN.  
 

 

1.4.1.4 Interaction Chimiokines/HS : formation des gradients chimiotactiques 

 

Les chimiokines sont une famille (une cinquantaine de membres) de petites cytokines. Elles 

sont en général basiques et présentent toutes des capacités d’interaction avec les HS. Leur 

fonction est principalement liée au chimiotactisme. Dans ce cadre, l’interaction 

chimiokine/HS est tout particulièrement importante pour l’établissement des gradients 

chimiotactiques. Ainsi, les chimiokines sont fixées par les HS dès leur sécrétion. Ceci va 

D1 
D2 Domaine interne  

de type « NAc » 

Motifs de type 
« domaine S » 
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limiter leur diffusion anarchique et diriger la mise en place de gradients de concentration qui 

vont guider les leucocytes vers les sites inflammatoires [153-154], ou encore dans le cadre du 

processus de « Homing ». Ainsi, il a été montré que l’élimination des HS (par traitement 

enzymatique) de la surface de l’endothélium abolissait l’adhésion des lymphocytes T induite 

par les chimiokines RANTES et MIP-1 [155-157]. Dans des expériences in vivo menées 

chez le singe, l’interaction des HS avec la chimiokine SDF1 a été inhibée par injection de 

polysaccharides sulfatés (fucoïdanes), conduisant à une déstabilisation des gradients 

chimiotactiques et des réservoirs de chimiokines immobilisées par les HS. Ceci s’est alors 

traduit par un relargage de SDF1 de la moelle osseuse vers le plasma, et des cellules 

progénitrices hématopoïétiques dans la circulation sanguine [158]. 

 

 

1.4.1.5 Interaction pathogènes/HS : implication multifonctionnelle au cours de l’infection 

 

Outre leur implication dans une multitude processus physiologiques, les larges propriétés 

interactives des HS sont également exploitées par un grand nombre d’agents pathogènes 

comme sites d’ancrage à la surface de l’hôte. 

 

Parmi eux se trouvent des parasites (Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii…), des 

bactéries (Helicobacter pilori, Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae…) et de 

très nombreux virus (HSV, HIV, papillomavirus, virus de la Dengue, adénovirus…). Pour la 

plupart de ces pathogènes, les HS servent de récepteurs d’attachement permettant la 

concentration à la surface cellulaire et facilitant l’accès aux récepteurs d’entrée. Cependant, 

les études menées dans ce domaine, et notamment sur les virus, ont montré que les HS 

pouvaient jouer de nombreux autres rôles au cours de l’infection. 

 

Ainsi, des travaux réalisés sur le virus de l’herpès (HSV-1) [159] et de la vaccine [160] ont 

montré que les HS pouvaient également jouer un rôle de récepteur d’entrée et intervenir dans 

les processus de fusion membranaire. De plus, pour HSV-1, le motif d’HS permettant l’entrée 

via une interaction avec la glycoprotéine d’enveloppe gD se caractérise par la présence de 

groupements 3-O-sulfates issus de l’action de 3OST particulières, les isoformes 3OST-3A et 

3OST-3B [161]. Cette observation est d’une toute particulière importance, car elle suggère un 
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degré de spécificité très élevé pour la reconnaissance de motifs de fixation aux HS par le 

virus. 

 

De nombreux travaux ont également été menés sur l’utilisation des HS par le VIH. Ceux-ci 

seront décrits en détail dans le paragraphe 3.1 et ont permis d’identifier de nouvelles fonctions 

de ces polysaccharides au cours de l’infection. Dans ce cadre, il a été montré que les HS 

servent de récepteur d’attachement permettant au virus de se concentrer à proximité de ses 

récepteurs d’entrée et peuvent promouvoir l’infection en compensant le faible taux de 

molécules CD4 exprimées par certaines cellules, telles que les macrophages [162]. En 

parallèle de ce mécanisme d’infection en cis, les HS peuvent stocker et protéger le virus à la 

surface de cellules non permissives, puis le transférer à des cellules permissives suivant un 

mode d’infection dit en trans [163-164]. A la surface des muqueuses, qui correspondent au 

point d’entrée du virus dans l’organisme, Les HS présents en abondance fixent le virus et 

permettent sa translocation à travers la barrière épithéliale [165-167]. De manière similaire, ils 

semblent également impliqués dans le passage du VIH au travers de l’endothélium formant la 

barrière hémato-encéphalique, via un mécanisme de transcytose [168-170]. Enfin, en fixant 

préférentiellement les virus de type X4, les HS pourraient participer à la formation de 

réservoirs viraux et au phénomène de sélection tropique s’opérant au cours de l’infection 

(isolats de type R5 prépondérants dans les premières phases de l’infection). Finalement, les 

HS interviennent également dans l’infection par le VIH en servant de récepteur au facteur de 

transactivation viral Tat (TransActivator of Transcription). La fixation de Tat par les HS le 

protège de la protéolyse et est indispensable à son internalisation et à l’activation de la 

transcription [171-174]. Un mécanisme similaire a également été observé pour le facteur de 

virulence NS1 (Non Structural protein-1) du virus de la Dengue [175]. 

 

Face à l’abondance des travaux réalisés sur les virus, le rôle des HS dans l’infection par les 

bactéries reste relativement mal documenté. Des études ont cependant suggéré que l’action de 

ces polysaccharides pourrait être détournée par certaines bactéries afin de neutraliser les 

systèmes de défense de l’hôte. Ainsi, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis et 

Streptococcus pyogenes sécrètent des protéases pouvant dégrader la Décorine et permettre la 

libération de chaînes de DS dans le milieu extracellulaire [176]. Ces polysaccharides seraient 

alors capables de se fixer et d’inactiver des peptides cationiques antimicrobiens de l’hôte, tels 

que les Défensines ou les Cathélicidines. De façon très similaire, des protéases sécrétées par 

P. aeruginosa, Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae peuvent induire le 
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Shedding de Syndecan-1 et permettre la libération d’ectodomaines porteurs de chaînes d’HS 

alors capables d’inhiber certains facteurs de défense de l’hôte (Défensines, Cathélicidines, 

Collectines…) [141, 177-179].  

 

 

1.4.2 Aspects structuraux des interactions HS/protéines 

 

1.4.2.1 Du coté de la protéine 

 

Du fait de leur fort potentiel électronégatif, les interactions protéines/HS sont majoritairement 

de nature électrostatique. Elles font intervenir des motifs saccharidiques généralement situés 

dans les domaines S du polysaccharide, et des acides aminés basiques de la protéine, 

principalement des arginines et des lysines, et plus occasionnellement des histidines. Il est 

cependant important de noter que d’autres types de liaison peuvent également contribuer de 

façon significative à ces interactions. Ainsi, seulement 30% de l’énergie libre nécessaire à la 

formation d’un complexe FGF-2/HS est de nature purement électrostatique, le reste étant 

apporté par des liaisons hydrogène et de Van der Waals [180]. 

 

Les motifs de reconnaissance aux HS ont été déterminés pour  un grand nombre de protéines. 

La comparaison de ces données a permis de définir deux types de séquences consensus de 

fixation aux HS : les motifs XBBXBX et XBBBXXBX (où B correspond à un AA basique, et 

X un AA neutre ou hydrophobe) [181]. Cependant, l’étude de nouveaux ligands a fortement 

remis en cause l’universalité de ces séquences. Des analyses par mutagénèse dirigée [182] et 

la caractérisation structurale de complexes protéine/héparine par RMN [183], cristallographie 

aux rayons X [184] ou par modélisation moléculaire [185] ont également démontré que les 

sites de fixation aux HS ne sont pas exclusivement composés de séquences linéaires. Ils 

peuvent également être constitués par des épitopes conformationnels comprenant des AA 

distants agencés dans une orientation spatiale précise par le repliement de la protéine. Ainsi, 

l’identification de domaines d’interaction potentiels sur la seule base d’une analyse de 

séquence demeure hautement spéculative.  
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1.4.2.2 Du côté du sucre 

 

L’identification de motifs saccharidiques spécifiques à une interaction donnée demeure 

encore d’une extrême complexité. Les premiers travaux sur le motif pentasaccharidique de 

fixation à l’AT-III avaient conduit à  l’hypothèse de l’existence de « séquences uniques » de 

reconnaissance d’un ligand donné, ou tout au moins de motifs saccharidiques d’un très haut 

niveau de spécificité structurale. Cependant, l’accumulation des travaux sur les interactions 

protéines/HS a largement remis en cause ce principe et, à l’exception des motifs contenant des 

glucosamines 3-O-sulfatées, le degré de spécificité structurale requis pour permettre une 

interaction reste encore très ouvert au débat. Cette question pourrait d’ailleurs rester 

longtemps sans réponse, et ceci pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les caractéristiques 

moléculaires du polysaccharide permettent de concevoir une spécificité de reconnaissance sur 

plusieurs niveaux. Celle-ci peut se faire au niveau du groupement sulfate, avec une nécessité 

de présence de groupements sulfates précis, tels que les 3-O-S pour la fixation de l’AT-III ou 

les 6-O-S pour l’activation du FGF-2. Elle peut se faire également au niveau du profil de 

sulfatation ; autrement dit faire intervenir des arrangements particuliers de groupements 

sulfate les uns par rapport aux autres ; comme illustré par le découplage entre motif de 

fixation et motif d’activation du FGF-2. Enfin, elle peut s’exprimer au niveau de 

l’organisation en domaines des chaînes d’HS, un exemple de ce type de situation étant celui 

de l’IFN, reconnu par un motif d’HS multi-domaine de type S/NAc/S (Figure 7) où la région 

NAc centrale intervient de manière indirecte dans l’interaction en permettant un espacement 

approprié des motifs sulfatés de type « domaine S » avec le dimère d’IFN.  

 

Par ailleurs, les profils de sulfatation nécessaires une activité biologique donnée restent 

extrêmement difficiles à déterminer car la présence de sulfates redondants dans l’héparine et 

les HS, si elle ne gène généralement pas la fixation du ligand, masque le motif structural 

minimum requis pour cette interaction. Dans le cas du FGF, qui constitue une protéine modèle 

pour l’étude des HS, la perspective générale est également obscurcie par une abondance de 

paramètres qui augmentent considérablement la complexité du système. Celui-ci souffre en 

effet de la présence dans cette famille de nombreux facteurs de croissance (et de multiples 

isoformes) présentant des propriétés de fixation aux HS distinctes [186-188], de plusieurs 

récepteurs (et d’isoformes de ces récepteurs) qui interagissent également avec les HS [189-

190] et de motifs saccharidiques d’HS distincts pour la formation/stabilisation de différents 

complexes de FGF/FGFR [191-192] ou pour la médiation de réponses cellulaires spécifiques. 
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Enfin, la génération de souris KO pour l’expression des diverses sulfotransférases de la voie 

de biosynthèse des HS a conduit, pour certaines d’entres elles, à des altérations phénotypiques 

relativement mineures. Ce résultat surprenant, au regard des vastes propriétés biologiques des 

HS, suggère que des phénomènes de compensation pourraient exister entre les différents 

groupements sulfate [88, 193-194]. D’autres paramètres qui pourraient également avoir une 

importance significative n’ont pas été étudiés en détail, tels que le rôle des ions, ou encore de 

la conformation spatiale des HS dans les interactions avec les protéines. Il a par exemple été 

montré que pour s’adapter à la forme du FGF-2, la chaîne d’HS devait former un coude [195]. 

Il est également important de noter que les oligosaccharides issus de digestions de chaînes 

d’HS qui ont servi de base pour de nombreuses études pourraient présenter des propriétés 

biologiques très différentes lorsqu’ils sont « enfouis » dans le polysaccharide entier. Enfin, 

une hypothèse très attractive serait que la spécificité structurale des HS ne pourrait être 

révélée par l’analyse linéaire de séquences saccharidiques, mais plutôt en considérant 

l’arrangement tridimensionnel des groupements sulfate et carboxylique qui définirait une 

empreinte moléculaire spécifique pour chaque oligosaccharide considéré [196]. La 

compréhension de ces questions de spécificité sera probablement le challenge majeur des 

années à venir. Dans ce cadre, les développements méthodologiques, les progrès en synthèse 

totale d’oligosaccharides, l’émergence des micro-arrays dédiés à la glycobiologie et de 

systèmes automatisés pour l’analyse des HS devraient fortement contribuer à améliorer notre 

connaissance de ces molécules. 

 

 

1.4.3 Dynamique de l’interaction 

 

Un dernier aspect de l’étude des interactions protéines/HS concerne les paramètres 

dynamiques régissant ces interactions. Même si ce domaine demeure relativement peu 

exploré, il est désormais évident que la fixation des protéines aux HS peut s’effectuer selon 

des cinétiques très différentes et que celles-ci peuvent influencer leurs propriétés biologiques. 

Ainsi, une étude menée sur le FGF-2 il y a plus de 10 ans avait émis l’hypothèse que des 

motifs de fixation de relativement basse affinité (présentant des kon faibles), mais pas des 

motifs de haute affinité (et de forts kon), conduisaient à l’activation du facteur de croissance 

[197]. Plus récemment, des travaux réalisés sur les deux isoformes  et  de CXCL12 ont 

révélé que l’affinité de la deuxième pour les HS étaient fortement accrue (principalement du 

fait d’un koff considérablement plus faible) et que ceci avait des conséquences importantes sur 



 - 42 -

les capacités de diffusion de la chimiokine dans les tissus [198-199]. La compilation de 

certains travaux du laboratoire, sur des protéines d’enveloppe virale et sur des 

cytokines/chimiokines présentant des affinités pour les HS relativement comparables, illustre 

également très bien ce phénomène (Figure 8). La fixation des protéines virales se caractérise 

par des constantes cinétiques (kon et koff) faibles, indiquant une interaction lente mais 

aboutissant à la formation de complexes très stables, ce qui est en adéquation avec la fonction 

d’ancrage du virus sur la cellule hôte. A l’inverse, les chimiokines se fixent de manière plus 

rapide et plus transitoire aux HS (kon et koff forts), ce qui semble se justifier de la part de 

protéines de signalisation dont l’activité et la biodisponibilité doivent être finement régulées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 8 : Analyse par spr des dynamiques d’interaction des HS avec des protéines 

d’enveloppe virales ou des cytokines/chimiokines 
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2 LE PASSE : ROLE DES HS DANS LA PROMOTION DE LA REPONSE AU  FGF-2  

 

 

En 1995, j’ai effectué mon stage de fin d’étude dans le département d’hémobiologie du centre 

de Recherche Sanofi à Toulouse, sous la direction de Pierre Savi, et en collaboration avec 

Maurice Petitou. Assez paradoxalement, mon travail au sein de ce laboratoire privé, dans une 

équipe internationalement reconnue pour la qualité de ses recherches sur l’Héparine, ne 

portait pas sur les GAGs, mais sur l’interaction de protéines d’adhésion, les Sélectines, avec 

des motifs saccharidiques de type Sialyl LewisX (SLeX). A l’issu de ce stage, j’ai saisi 

l’opportunité de prolonger mon expérience dans le domaine de la recherche et par là même, 

d’éviter mon incorporation dans le 18ème Régiment de Transmission d’Epinal, en effectuant 

un CSN scientifique pour Sanofi. C’est dans ce cadre que je suis arrivé au Paterson Institute à 

Manchester, dans le laboratoire du professeur John Gallagher.    

 

Notre premier entretien s’est soldé par un immense malentendu. Lui croyait que j’étais un 

déserteur de l’armée française en exil. Moi… Je dois bien reconnaître que malgré tous mes 

efforts et l’impeccable accent britannique de John, je n’avais pas saisi grand-chose de notre 

conversation, ni de ce qu’il attendait de moi durant mon séjour dans son laboratoire ! Un seul 

message était clairement passé : il était hors de question pour moi de poursuivre mes travaux 

en thèse à l’issue de mon service national. A cette époque, je ne connaissais pas la 

détermination de John et sa manière subtile de ne jamais contredire, mais de lentement éroder 

les résolutions les plus fermes. Il ne lui aura fallu que 6 mois pour me faire signer mon dossier 

d’inscription à l’Université de Manchester. 

 

 

2.1 INTERACTION FGF-2/HS : ETAT DE L’ART EN 1996 

 

J’ai débuté mes travaux à Manchester en 1996, dans un contexte où le FGF-2 représentait la 

protéine du moment dans le domaine des interactions avec les HS. Dans cette période de 

« l’après 1991 », date critique où le rôle des HSPGs comme corécepteur essentiel à l’activité 

de ce facteur de croissance fut mis en évidence [145-146], d’énormes efforts étaient consacrés 

à l’identification des motifs saccharidiques impliqués dans l’interaction et à la compréhension 

des mécanismes en jeu. 
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Une question essentielle soulevée à cette époque concernait le mode de fonctionnement de ce 

système à double récepteur (Figure 9). Yayon et al., par analogie aux travaux sur l’AT-III, 

proposait que l’interaction aux HS provoquait un changement conformationnel du facteur de 

croissance conduisant à l’activation de son récepteur [146]. Cette hypothèse était soutenue par 

des travaux ayant montré que les HS n’étaient pas indispensables à l’interaction FGF-

2/FGFR, mais augmentaient sensiblement l’affinité du récepteur pour son facteur de 

croissance [200]. Une autre proposition était que les HS pouvaient fixer simultanément deux 

molécules de FGF-2 et ainsi induire la formation d’un « pseudo-dimère ». Celui-ci pouvait 

alors en retour faciliter la dimérisation du FGFR, essentielle à la transduction de signal [201-

203]. Enfin, la mise en évidence d’une interaction entre FGFR1 et HS [204] avait conduit à un 

troisième modèle, où les HS favorisaient et stabilisaient l’interaction FGF-2/FGFR en 

constituant un élément de liaison entre les deux partenaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Modèles hypothétiques d’activation du FGF-2 par les HS 
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D’un point de vue structural, des travaux menés sur des HS de fibroblastes humains avaient 

conduit à l’isolation d’un motif de 14 unités saccharidiques (appelé oligo-H) de forte affinité 

pour le FGF-2 [205]. En parallèle, la séquence minimale d’interaction au facteur de croissance 

avait été définie comme étant un pentasaccharide [206]. Ces résultats, ainsi que des travaux 

réalisés à partir d’autres sources d’HS [207] ou d’héparine [208], démontraient l’importance 

des groupements 2-O-S et des résidus IdoA pour l’interaction. En revanche, le motif 

pentasaccharidique défini par Maccarana et al.  ne permettait pas l’induction d’une réponse 

cellulaire [209-210], suggérant la nécessité de déterminants structuraux supplémentaires pour 

l’activité. La définition de ces critères constituait au début de ma thèse la source de débats 

extrêmement controversés. Tout d’abord, des oligosaccharides variant de l’hexa- au 

dodécasaccharide avaient été successivement reportés comme correspondant à la taille 

minimale nécessaire à la promotion de l’activité du FGF-2 [186, 202, 210-213]. Une étude 

très discutée à l’époque suggérait même une activation du facteur de croissance par des di- et 

trisaccharides non-sulfatés [214]. De même, l’hypothèse d’un rôle des 6-O-sulfates pour 

l’activité était tantôt évoquée [213, 215-216], tantôt contestée [210]. 

 

Dans ce contexte, mon projet de thèse visait à clarifier les déterminants saccharidiques requis 

pour l’activation du FGF-2. Pour ceci, nous avions développé une approche originale, basée 

sur la génération de banques d’oligosaccharides d’HS, le criblage de ces oligosaccharides sur 

un test de prolifération cellulaire afin de déterminer leur capacité à induire une réponse 

cellulaire au FGF-2, et la caractérisation structurale des échantillons d’intérêt par analyse de 

leur composition disaccharidique, en vue de mettre en évidence des relations 

structure/fonction. 

 

 

2.2 PREPARATION, CARACTERISATION STRUCTURALE ET CRIBLAGE FONCTIONNEL DE 

BANQUES D’OLIGOSACCHARIDES D’HS 

 

2.2.1 Génération d’une banque d’oligosaccharides d’HS 

 

Dans le cadre de ce projet, une première banque d’oligosaccharides fut réalisée à partir d’HS 

issus de muqueuse de porc, digérés de manière exhaustive par l’Héparinase III. Cette enzyme, 

qui clive spécifiquement le polysaccharide au niveau des GlcNAc, permettait en effet une 

digestion complète des domaines NAc et la libération de larges fragments de type « domaine 



 - 46 -

S ». A l’issue de cette digestion, les oligosaccharides produits ont alors été séparés en utilisant 

un protocole de purification en deux étapes : séparation en fonction de leur taille par 

chromatographie d’exclusion, puis séparation en fonction de leur charge sur colonne 

échangeuse d’anions. 

 

 

2.2.1.1 Séparation des oligosaccharides en fonction de leur taille 

 

Cette première étape a été effectuée en utilisant une colonne de résine Bio-Gel P6 (Biorad) de 

grande dimension (170 x 1.5 cm, équilibrée en 0.5 M (NH4)HCO3 à 6 ml/heure), conditions 

permettant la séparation avec une bonne résolution de fragments allant du disaccharide au 

dodécasaccharide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Génération d’une banque d’oligosaccharides d’HS : séparation par la taille 
 
Chromatographie d’exclusion (Bio-Gel P6). Les fractions correspondant à chacun des pics de tailles définies ont 
été rassemblées comme indiqué (      ). 
 
 

Le profil obtenu est caractéristique d’un produit de digestion d’HS par l’héparinase III, avec 

un pic correspondant aux disaccharides fortement majoritaire. Afin d’éviter toute 

contamination par les espèces voisines, les fractions correspondant à l’apex de chacun des 

pics ont été rassemblées (voir Figure 10), puis soumises à plusieurs cycles de 

lyophilisation/reprise en H2O, afin d’éliminer toute trace de bicarbonate d’ammonium. 

L’homogénéité en taille de chacun des échantillons a alors été vérifiée par chromatographie 

d’exclusion en HPLC (utilisation de 3 colonnes TSK3000SW montées en série).  
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Figure 11 : Génération d’une banque d’oligosaccharides d’HS : séparation par la charge 
 
Séparation des di-, tétra-, octa-, déca- et dodécasaccharides d’HS sur colonne Propac PA1 (SAX-HPLC) 
équilibrée en H2O, pH 3.0 à un débit de 1 ml/min, après application d’un gradient de 0.04-1.5 M NaCl (pour les 
RIdp2, -4 et -6) et de 0.04-2 M NaCl (pour les RIdp8, -10 et -12). Les fractions correspondant à chacun des pics 
d’intérêt ont été rassemblées comme indiqué (      ). 
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2.2.1.2 Séparation des oligosaccharides en fonction de leur charge 

 

Les différents fragments de taille définie ont alors été séparés en fonction de leur charge par 

chromatographie échangeuse d’ions, au moyen d’une colonne Propac PA1 (Dionex) montée 

sur un système HPLC (strong anion exchange SAX-HPLC). Pour chacun des échantillons, les 

conditions d’élution (gradients de NaCl) ont été préalablement optimisées afin de permettre 

une résolution optimale. La Figure 11 montre des profils caractéristiques obtenus pour les di-, 

tétra-, hexa- octa, déca- et dodécasaccharides.   

 

Comme attendu, les profils d’élution diffèrent d’un échantillon à l’autre, le niveau 

d’hétérogénéité et de complexité augmentant avec la longueur des fragments séparés. Ainsi, 

les disaccharides comprennent une espèce majoritaire et 2 espèces minoritaires, alors que 4 

pics principaux peuvent être observés pour la séparation des hexasaccharides et que plus de 

17 espèces principales sont détectées dans l’échantillon des dodécasaccharides. En tout, plus 

d’une centaine de structures saccharidiques ont pu être clairement identifiées dans les 

différentes préparations. Parmi elles, il a été choisi de rassembler certains pics ou groupes de 

pics au sein d’un même échantillon, afin de simplifier les études ultérieures (voir Figure 11). 

 

 

2.2.2 Propriétés fonctionnelles des oligosaccharides d’HS vis-à-vis du FGF-2 

 

Une fois réalisée, la banque d’oligosaccharides a été criblée sur un modèle cellulaire de 

réponse au FGF-2. Ce modèle est basé sur l’utilisation de la lignée cellulaire BAF-32, qui 

sont des cellules pré-lymphoïdes de souris dépendantes de l’interleukine-3 (IL-3), transfectées 

avec le FGFR-IIIc et dépourvues d’HS à leur surface cellulaire [202]. En absence d’IL-3, la 

prolifération peut être restaurée par le FGF-2 si une source exogène d’HS, d’héparine ou d’un 

oligosaccharide approprié est ajoutée au milieu de culture. Dans le test mis en place, la 

prolifération cellulaire est suivie par mesure de l’incorporation de thymidine tritiée. Les 

conditions expérimentales (temps d’incubation, concentrations en facteurs de croissance, 

GAGs, [3H]thymidine…) ont été établies en utilisant des chaînes d’HS entières comme 

contrôle positif (Figure 12). Il peut ainsi être observé qu’en absence de GAGs, le FGF-2 

présente une activité mitogène très réduite, et que l’addition de GAGs dans le milieu de 

culture potentialise cet effet de façon très marquée (jusqu’à 15 fois le taux d’incorporation de 

[3H]thymidine) et ce, à des concentrations très faibles (EC50 ~100 ng/ml). En fonction de ces 
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résultats, le criblage de la banque oligosaccharidique a été effectué à une concentration sub-

optimale en FGF-2 de 10 ng/ml, concentration permettant l’observation d’un effet maximum 

sur la prolifération dès 250 ng/ml d’HS, sans effet inhibiteur significatif jusqu’à des 

concentrations de 1 µg/ml de polysaccharide. Les résultats sont exprimés en pourcentage du 

contrôle positif (incorporation de [3H]thymidine après ajout de FGF-2 et de 1µg/ml de chaînes 

d’HS entières), après soustraction du contrôle négatif (addition de FGF-2 seul). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Induction de la prolifération des cellules BAF-32 par le FGF-2 et les HS 
 
A: prolifération cellulaire induite par des concentrations croissantes de FGF-2 en présence (      ) ou en absence  
(      ) d’HS (1 g/ml). 
B: prolifération cellulaire induite par le FGF-2 (10 ng/ml), en présence de concentrations croissantes d’HS. 
Le niveau d’incorporation de tritium observé en absence d’HS représente l’activité mitogène basale du FGF-2 
seul.  
 

 

Les résultats obtenus pour les échantillons de la banque oligosaccharidique ont tout d’abord 

montré l’incapacité des fragments d’HS les plus courts (di- à octasaccharides) à activer le 

FGF-2, celle-ci nécessitant donc un motif oligosaccharidique d’au moins 10 résidus de long. 

Les données obtenues pour ces échantillons (déca- et dodécasaccharides) sont présentées 

Figure 13.  

 

Le criblage des décasaccharides montre clairement l’existence d’espèces avec des propriétés 

fonctionnelles très distinctes (Figure 13A). Ainsi, RIdp10D stimule le facteur de croissance de 

façon très forte, avec un maximum d’activation atteignant presque le niveau de celui obtenu 

avec des chaînes d’HS entières (~90% du contrôle positif), alors que les espèces RIdpB et -C 

ne conduisent qu’à une activation modérée (30 et 50% du contrôle positif, respectivement). A 
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l’inverse, RIdp10A ne présente aucun effet promoteur et inhibe même le niveau de 

prolifération basal induit par le facteur de croissance seul. Il est également intéressant de noter 

que la capacité d’activation des différents oligosaccharides est corrélée avec leur temps 

d’élution en chromatographie échangeuse d’ions (Figure 11), et donc avec leur charge.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Activation du FGF-2 par les oligosaccharides RIdp10s et RIdp12s 
 
La prolifération cellulaire est induite par addition de FGF-2 (10 ng/ml), en présence de concentrations 
croissantes des différents oligosaccharides RIdp10s (A) et RIdp12s (B). Les résultats sont exprimés en 
pourcentages du contrôle positif (prolifération induite par addition de FGF-2 en présence de 1 µg/ml de chaînes 
d’HS intactes), après soustraction du contrôle négatif (prolifération induite par le FGF-2 seul). 
 

 

Pour les dodécasaccharides, les données obtenues montrent des profils d’activation nettement 

plus tranchés (Figure 13B). En effet, les oligosaccharides testés se séparent en deux sous-

populations distinctes d’espèces non-stimulatrices (RIdp12A, -B, -C, -D) ou fortement 

stimulatrices (RIdp12E, -F et –G). Pour ces dernières, l’induction de la réponse au FGF-2 est 

très forte, même à faible concentration (50% d’activation atteints pour des concentrations 

d’~50 ng/ml) et conduit à des niveaux d’activation maximaux relativement similaires (70% 

d’activation pour RIdp12E, plus de 90% pour RIdp12F et -G). Ces résultats sont en net 

contraste avec ceux obtenus pour les décasaccharides, qui se caractérisent par une forte 

corrélation linéaire entre charge et activité. En effet et de manière tout à fait intéressante, pour 

les dodécasaccharides, un effet de seuil particulièrement marqué peut être observé, indiquant 

un niveau de sulfatation critique pour permettre le passage d’une espèce inhibitrice 

(RIdp12D) à une espèce activatrice (RIdp12E). En dessous de ce niveau, l’augmentation du 

degré de charge (observé entre les échantillons RIdp12A et -D) n’a aucune conséquence 
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fonctionnelle. De la même manière, une fois ce niveau critique atteint, la sous-population de 

dodécasaccharides actifs montre des potentiels de stimulation du FGF-2 relativement 

similaires, malgré des différences de charge significatives. 

 

 

2.2.3 Analyse disaccharidique des oligosaccharides d’HS 

 

Les différents échantillons de notre banque oligosaccharidique ont été structuralement définis 

par détermination de leur composition disaccharidique. Cette analyse a été réalisée par 

dépolymérisation exhaustive de nos échantillons au moyen d’un cocktail d’enzymes 

(héparinases I, II et III) et analyse des produits de digestion en SAX-HPLC, suivant un 

gradient préalablement calibré avec des disaccharides standards. Les résultats obtenus pour 

les octa-, déca- et dodécasaccharides montrent que toutes les espèces de la banque sont 

particulièrement enrichies en disaccharides N- et 2-O-sulfatés, mais présentent des taux de 6-

sulfatation extrêmement différents. En prenant en compte la spécificité de clivage de 

l’héparinase III (coupure au niveau des glucosamines N-acétylées) utilisée pour générer la 

banque, ces informations nous ont permis de définir un modèle structural commun aux 

espèces de notre banque. Cette structure comprend une région centrale composée d’une 

succession de disaccharides [DHexA,2S – GlcNS], la variabilité étant principalement due au 

nombre et au positionnement des groupements 6-O-sulfate sur le motif saccharidique (Figure 

14).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Modèle structural des oligosaccharides de la banque d'HS 

 

 

Ces résultats ont ensuite été mis en parallèle avec les données fonctionnelles obtenues afin de 

mettre en évidence d’éventuelles relations structure/fonction (Figure 15). Ainsi, la 

comparaison entre le degré de sulfatation des déca- et dodécasaccharides et leur capacité à 
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activer le FGF-2 met en évidence une claire corrélation entre activité et nombre de 

groupements 6-O-sulfate, soulignant donc l’importance de ce type de sulfatation pour la 

stimulation du facteur de croissance. De manière intéressante, alors que l’analyse des 

décasaccharides montre une augmentation linéaire de l’activité avec le taux de 6-O-

sulfatation, les résultats obtenus pour les dodécasaccharides se caractérisent par un effet seuil 

très marqué, où une légère augmentation dans le degré de 6-O-sulfatation différencie la 

fraction inhibitrice RIdp12D du stimulateur le plus fort RIdp12E. Ceci suggère que la capacité 

d’activation du FGF-2 nécessite la présence d’un nombre limité de groupements 6-O-sulfate 

(1 à 2), mais que leur positionnement joue très probablement un rôle important.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Relations structure/fonction : corrélation entre sulfatation et capacité 

d’activation du FGF-2 
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2.2.4 Préparation d’une deuxième banque de décasaccharides d’HS 

 

Les résultats obtenus par le criblage de notre première banque oligosaccharidique ont fourni 

des informations importantes sur les caractéristiques structurales requises pour l’activation du 

FGF-2. Cependant, les niveaux de pureté d’échantillon atteints lors de la préparation de cette 

banque ne pouvaient pas permettre la séparation de fragments présentant des variations 

structurales fines, ceci constituant une limitation claire à l’approche.  

 

Nous nous sommes donc attachés à préparer une deuxième banque d’oligosaccharides. Nos 

efforts se sont alors portés uniquement sur les décasaccharides, taille de fragment minimale 

pour promouvoir une réponse au FGF-2, avec pour objectif de séparer les différentes espèces 

oligosaccharidiques avec une efficacité accrue. Pour cela, les conditions de gradient ont été 

encore optimisées et la quantité de matériel chargé par injection réduit. Le profil de séparation 

obtenu suivant ces nouvelles conditions demeure très similaire au précédent, mais une 

amélioration significative de la résolution des pics a pu être observée. (Figure 16). Ainsi, 

certains groupes de pics qui avaient été rassemblés au sein d’un même échantillon dans la 

première banque ont pu être séparés en différentes sous-espèces. Par exemple, les fractions 

RIIdp10B1, -B2 et -B3 correspondent aux 3 pics principaux du groupe de pics formant 

l’échantillon RIdp10B de la première banque.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Purification par SAX-HPLC des oligosaccharides RIIdp10s 
 
Séparation des décasaccharides d’HS sur colonne Propac PA1 (SAX-HPLC) équilibrée en H2O, pH3.5 à 1 
ml/min, après application d’un gradient de 0.6-1 M NaCl sur 2 heures. Les fractions correspondant à chacun des 
pics d’intérêt ont été rassemblées comme indiqué (      ). 
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Cette nouvelle banque de décasaccharides a ensuite été testée pour sa capacité à activer le 

FGF-2. Les échantillons RIIdp10C et -D provenant de pics bien isolés ont montré des 

capacités d’activation très comparables à celles observées pour la première banque. En 

revanche, l’analyse des échantillons issus de groupes de pics tels que les espèces RIIdp10B1, 

-2 et -B3 d’une part, et RIIdp10E1, -E2 et -E3 d’autre part, ont fourni des informations 

particulièrement intéressantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Activation du FGF-2 par les oligosaccharides RIIdp10Bs et -Es 

 

 

En effet, les résultats montrent que les différentes sous-espèces de ces deux familles de pics 

présentent des niveaux d’activité très distincts. Ainsi, les fractions RIIdp10B1 et -B3 ont des 

capacités d’activation du FGF-2 relativement similaires, alors que RIIdp10B2 est un 

inhibiteur du facteur de croissance. De façon encore plus remarquable, la sous-espèce 

RIIdp10E1 active le FGF-2 de manière très modeste (19% du contrôle positif), en 

comparaison avec des espèces moins sulfatées telles que RIIdp10B3 et RIIdp10C (29 et 38% 
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du contrôle positif, respectivement). A l’inverse, RIIdp10E2 s’est révélé être l’espèce 

décasaccharidique la plus activatrice testée (117% du contrôle positif), un niveau bien 

supérieur à l’espèce la plus sulfatée de cette banque (RIIdp10F, activant à 73% du contrôle 

positif). 

 

Ces résultats sont particulièrement importants, car même si des analyses disaccharidiques 

n’ont pas pu être réalisées sur ces échantillons (par manque de matériel), les temps d’élution 

très rapprochés séparant les différentes sous-espèces d’une même famille (à savoir les 

RIIdp10Bs et -Es) suggèrent une différence dans le positionnement des charges plutôt que 

dans le nombre de charges présentes. La variabilité au sein de ces échantillons étant 

principalement liée à la 6-O-sulfatation, ces données soulignent donc l’existence de 

différences fonctionnelles profondes associables à des profils de 6-O-sulfatation précis. 

 

  

2.3 DISCUSSION : QU’AVONS-NOUS APPRIS ? 

 

2.3.1 Impact de ces travaux 

 

Le FGF-2 est un facteur de croissance majeur, impliqué dans de nombreux processus 

biologiques tels que la prolifération, la migration et la différenciation cellulaire. Son activité 

est contrôlée par un grand nombre de processus régulatoires et la transduction de signaux 

induisant une réponse cellulaire est dépendante de son interaction avec son récepteur 

primaire : le FGFR. En 1991, les recherches dans ce domaine prennent un nouveau virage, 

avec la découverte que les HSPGs jouent un rôle de corécepteur du FGF-2, indispensable à 

son activité [145-146]. Dès lors, et dans un contexte succédant à l’identification du 

pentasaccharide fixateur de l’AT-III,  des efforts considérables vont être mis en œuvre afin de 

caractériser le motif d’HS responsable de l’activation du FGF-2. Cependant, les recherches 

menées se sont avérées extrêmement difficiles et ont abouti à des résultats souvent 

contradictoires et controversés. A contre-pied des démarches classiquement utilisées, visant à 

sélectionner des motifs saccharidiques par chromatographie d’affinité au FGF-2, nous avons 

décidé d’adopter une approche plus systématique, basée sur la préparation d’une banque de 

structures la plus variée et exhaustive que possible, et le criblage de cette banque sur un 

modèle de prolifération cellulaire induit par le FGF-2. Cette approche nous a permis de 

clarifier un certain nombre de caractéristiques saccharidiques importantes pour l’activation de 



 - 56 -

ce facteur de croissance et d’apporter de nouveaux arguments dans le débat sur les 

mécanismes impliqués.  

 

Nous avons tout d’abord pu déterminer que le motif saccharidique minimal permettant 

l’activation du FGF-2 est un décasaccharide. Aucun des fragments plus courts testés n’a 

montré de capacité à stimuler le facteur de croissance, y compris des octasaccharides 

fortement sulfatés, tels que RIdp8D. En revanche, certains de ces fragments courts (hexa- et 

octasaccharides) étaient inhibiteurs de l’activité (D. Pye, communication personnelle). Ces 

résultats sont en accord avec l’hypothèse d’un découplage entre structures permettant la 

fixation du facteur de croissance (impliquant des motifs relativement courts, tels qu’un 

hexasaccharide) et celles permettant son activation (motifs d’au moins 10 unités 

saccharidiques de long). Nous avons également identifié, et ce pour la première fois, des 

oligosaccharides longs (déca- et dodécasaccharides) capables d’inhiber le FGF-2. Ceci 

indique que si la taille est un paramètre important pour discriminer propriétés d’interaction et 

d’activation, d’autres paramètres structuraux entrent également en jeu. 

 

Dans ce cadre, nous avons montré que la 6-O-sulfatation des HS était une caractéristique 

structurale essentielle à l’activité. Ceci est en accord avec de précédents travaux [213, 215], 

mais nos résultats indiquent par ailleurs que ces propriétés sont dépendantes de profils de 6-

O-sulfatation particuliers. En effet, nous avons pu isoler des espèces oligosaccharidiques 

présentant des taux de sulfatation relativement proches mais des capacités d’activation très 

différentes. Bien que nous n’ayons pas pu définir précisément la structure du motif minimal 

capable de promouvoir une réponse au FGF-2, nos données suggèrent qu’un nombre limité (1 

à 2) de groupements 6-O-sulfate situés dans des positions précises devrait être suffisant pour 

définir un motif activateur. 

 

Une autre question extrêmement controversée concernait le mécanisme d’action par lequel les 

HS induisaient une réponse cellulaire au FGF-2. Parmi les hypothèses émises, il était suggéré 

que la fixation aux HS pouvait induire un changement conformationnel du facteur de 

croissance conduisant à son activation, que les HS favorisaient la dimérisation du FGF-2 et 

que le dimère représentait l’unité fonctionnelle reconnue par le FGFR, ou encore que les HS 

pouvaient interagir simultanément avec le facteur de croissance et son récepteur et ainsi 

permettre la formation d’un complexe ternaire fonctionnel (Figure 9). La première hypothèse 

a été rapidement remise en cause par des études structurales de complexes FGF-2/héparine 
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qui ne permirent pas de mettre en évidence de changements conformationnels de la protéine 

[217-218]. En revanche, les deux autres modèles justifiaient la nécessité de fragments plus 

longs pour l’activité : soit pour permettre la fixation de 2 molécules de FGF-2 (2 sites 

identiques ?), soit pour accommoder 2 sites d’interaction distincts pour le facteur de 

croissance et son récepteur. Des études avaient par ailleurs montré que la fixation des HS au 

FGF-2 était dépendante de la N- et 2-O-sulfatation du polysaccharide, mais pas de la 6-O-

sulfatation [205-206, 217]. Nos travaux présentent donc la 6-O-sulfatation comme une 

nouvelle spécificité structurale (autre que la taille) permettant de discriminer propriétés 

d’interaction et propriétés d’activation. Ceux-ci sont donc en faveur de l’existence d’un motif 

saccharidique asymétrique, constitué d’un fragment de 6-8 résidus riches en N- et 2-O-

sulfates et permettant une fixation de haute affinité avec le FGF-2, et d’une extension 

présentant des groupements 6-O-sulfates établissant une interaction avec le FGFR. 

L’existence de contacts HS/FGFR dépendants de groupements 6-O-sulfates a depuis été 

confirmée par d’autres études [190, 219]. 

 

Enfin, une importante partie de mes travaux (non détaillée dans ce manuscrit) a également 

consisté à explorer les propriétés fonctionnelles des éléments de notre banque 

oligosaccharidique avec un autre membre de la famille des FGFs, le FGF-1. Les résultats 

obtenus ont montré de nombreuses différences entre les caractéristiques structurales requises 

pour l’activation de ces deux facteurs de croissance. La réponse au  FGF-1 peut être induite 

par des fragments plus courts (des octasaccharides), une importance des groupements 6-O-

sulfate a également été observée, mais d’autres types de sulfatation (comme la 2-O-

sulfatation) semblent aussi jouer un rôle majeur dans le processus. Une fois encore, des 

données structurales plus précises non pas pu être obtenues. Néanmoins, nos travaux 

démontrent l’existence de spécificités structurales distinctes pour des ligands différents, y 

compris pour des facteurs de croissance d’une même famille. 

 

 

2.3.2 Quels progrès depuis ?  

 

Vers la fin de ma thèse, les différents travaux effectués sur l’interaction du FGF avec les HS 

semblaient enfin converger et fournir des éléments de réponse quant aux mécanismes 

d’actions sous-jacents, jusqu’à la publication de deux structures de complexes ternaires 

FGF/FGFR/héparine résolues par cristallographie aux rayons X [219-220]. Ces modèles 
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suggèrent tous deux une dimérisation du facteur de croissance et de son récepteur, indiquent 

la présence de contacts entre tous les partenaires (et donc une interaction FGFR/héparine) et 

présentent de grandes similitudes dans l’organisation du complexe FGF/FGFR/héparine. 

Cependant, ils diffèrent de manière drastique sur la façon dont les deux molécules de FGFs et 

de FGFRs s’assemblent pour former le complexe ternaire. Pellegrini et al. proposent un 

modèle d’interaction FGF/FGFR/héparine asymétrique de stœchiométrie 2:2:1 [221]. Dans ce 

modèle, les deux demi-complexes FGF/FGFR n’établissent pas d’interactions directes entre 

eux et l’héparine joue un rôle central et essentiel à leur association. A l’inverse, Schlessinger 

et al. décrivent un modèle symétrique de stœchiométrie 2:2:2, dans lequel les dimères 

FGF/FGFR s’assemblent via des interactions principalement de type protéine/protéine et où le 

polysaccharide stabilise le complexe en s’opposant aux répulsions électrostatiques [219]. 

Dans un contexte physiologique, le modèle asymétrique supporte la formation de complexes 

fonctionnels au niveau de régions internes des chaînes d’HS, mais repose sur la possibilité de 

voir deux demi-complexes FGF/FGFR venir s’aligner sur la face opposée d’un même motif 

saccharidique, phénomène qui pourrait être favorisé par l’induction de changements 

conformationnels localisés du polysaccharide [222]. Le modèle symétrique, lui, suggère la 

contribution de deux chaînes d’HS indépendantes pour la formation de ces complexes à la 

surface cellulaire. Ceci implique donc l’assemblage des complexes au niveau des extrémités 

non-réductrices des chaînes d’HS. 

 

La résolution de ces structures mettait donc en lumière un niveau de complexité bien 

supérieur dans les voies de signalisation des FGFs et a donné une nouvelle impulsion à  

l’étude des HS dans ces mécanismes. Dix ans plus tard, la controverse entre ces deux modèles 

n’est toujours pas résolue. Il est cependant important de noter que ces deux structures furent 

réalisées à partir de molécules de FGF et de FGFR différentes : un complexe FGF-1/FGFR-2 

dans le cas du modèle de Pellegrini, et un complexe FGF-2/FGFR-1 pour celui de 

Schlessinger, et que nos travaux ainsi que d’autres publiés depuis suggèrent des spécificités 

saccharidiques propres à un FGF ou à un complexe FGF/FGFR donné [187, 191-192, 223]. 

Par ailleurs, des études ont également suggéré que des oligosaccharides d’héparine courts 

(tétra- et hexasaccharides) pouvaient induire un certain degré de signalisation, bien qu’à des 

niveaux bien moindres que ceux observés avec des chaînes polysaccharidiques entières ou de 

longs oligosaccharides [224-225]. Une hypothèse assez pertinente serait donc l’existence de 

différents modes de signalisation via le FGF-2, induits par des complexes FGF/FGFR/HS 

présentant des architectures distinctes en fonction de la structure saccharidique engagée [225]. 
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Cependant, malgré l’abondance de travaux et les incontestables progrès réalisés dans ce 

domaine, les mécanismes précis intervenant dans la promotion de la réponse au FGF par les 

HS demeurent encore aujourd’hui à élucider. 
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3 LE PRESENT : ROLE DES GAGS DANS LES RELATIONS HOTE-PATHOGENES 

ET LES PROCESSUS INFLAMMATOIRES 

 

 

Ma rencontre avec Hugues Lortat-Jacob remonte à 1997, lors d’une visite qu’il rendait à  John 

Gallagher avec qui il avait collaboré dans le cadre de ses travaux sur l’interaction IFN/HS. 

Nous nous sommes ensuite revus en 1999, durant le congrès « Protéoglycanes » de 

Stockholm. A cette époque, j’arrivais à la fin de ma thèse et j’étais déterminé à poursuivre ma 

carrière dans le domaine des GAGs. Hugues, de son côté, s’était installé depuis peu à l’IBS et 

cherchait à développer son équipe sur cette thématique. C’est ainsi que je suis arrivé en tant 

que post-doctorant à l’IBS, en août 2000, pour travailler sur le rôle des HS au cours de 

l’infection par le VIH. J’entrais dès lors dans le domaine tout nouveau pour moi des relations 

hôtes/pathogènes.  

 

La recherche à l’IBS, telle qu’elle s’organise aujourd’hui, s’articule autour de quatre grands 

axes : la division cellulaire, les limites du vivant, l’étude des protéines membranaires et 

l’Immunité et les interactions Hôte/pathogène (I2HP). C’est dans ce dernier axe que 

s’inscrivent les thématiques de recherche de l’équipe du LEM-GAG, dans laquelle je poursuis 

mes travaux, et qui vise à étudier le rôle des GAGs dans les processus inflammatoires et les 

interactions avec les pathogènes.  

 

Une grande partie de mes recherches durant ces 10 dernières années a été consacrée à l’étude 

de l’interaction des HS avec la glycoprotéine d’enveloppe gp120 du VIH, sujet pour lequel 

j’ai obtenu une bourse post-doctorale de l’ANRS à mon arrivée à l’IBS en 2000, puis un poste 

de chargé de recherche au CNRS en 2002. C’est également sur ce projet que j’ai pu co-

encadrer la thèse d’Elodie Crublet, de fin 2003 à début 2008. L’ensemble de ces travaux est 

détaillé dans le chapitre suivant, ainsi que ceux que j’ai réalisés sur l’adénovirus de type 3 et 

la chimiokine Rantes. D’autres études que j’ai effectuées durant cette période, notamment sur 

le facteur de transcription Zebra de l’EBV [226], la métalloprotéinase ADAM-12 [227] et les 

protéines C1q [228] et C1i [229] de l’immunité innée ne seront pas détaillées dans ce 

manuscrit. 
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3.1 ROLE DES HS AU COURS DE L’INFECTION PAR LE VIH 

 

L’infection par le virus d’immunodéficience humaine (VIH) se traduit par une déplétion des 

lignées lymphocytaires CD4+, et conduit à des états cliniques avancés, généralement fatals, 

connus sous le nom de syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). L’attachement du 

virus sur la cellule hôte est une étape essentielle de son cycle infectieux. Au cours des quinze 

dernières années, ces mécanismes se sont considérablement clarifiés et les partenaires 

moléculaires impliqués sont maintenant bien définis [230-232]. 

 

 Du côté du virus, la glycoprotéine d’enveloppe gp120 constitue la « clef de voûte » du 

processus d’interaction virus/cellules. Cette protéine, trouvée à la surface du virus en 

association avec la glycoprotéine gp41 se caractérise par une structure extrêmement 

complexe. Elle est en effet composée d’un core protéique constitué par un domaine interne et 

un domaine externe relié entre eux par un feuillet intermédiaire, le « bridging sheet », 

relativement peu structuré. A sa surface se trouvent 5 boucles (V1-V5) flexibles de séquences 

hypervariables selon les souches virales, et de très nombreuses glycosylations (contribuant 

pour plus de 50% au poids moléculaire de la protéine) jouant un rôle important dans la 

structuration de la protéine et dans l’évasion à la réponse immunitaire. L’attachement du VIH 

débute par la fixation de gp120 sur une glycoprotéine transmembranaire de la cellule hôte, 

CD4. Cette interaction provoque d’importantes modifications conformationnelles de gp120, 

telles que le déplacement des boucles V1/V2 et V3, et la structuration du feuillet 

intermédiaire pour aboutir à la formation d’un épitope particulier dit CD4 induit (CD4i). CD4i 

constitue un deuxième site de fixation, reconnu par certains membres de la famille des 

récepteurs des chimiokines (principalement CXCR4 et CCR5), qui vont jouer un rôle de 

corécepteur de gp120 à la surface cellulaire. Cette deuxième interaction provoque alors une 

réorganisation des protéines d’enveloppe du virus et l’exposition de la protéine gp41 qui, de 

par ses propriétés fusogènes, va diriger la fusion des membranes virales et cellulaires. 

L’utilisation sélective de l’un ou l’autre des corécepteurs définit le tropisme viral, les virus 

dits X4 (utilisant le corécepteur CXCR4) infectant préférentiellement les lymphocytes T, alors 

que les virus R5 (utilisateurs du corécepteur CCR5) ciblent les monocytes et les macrophages.  

 

En plus de ses récepteurs cellulaires, le VIH est également capable de se fixer à d’autres 

molécules présentes sur les cellules qu’il infecte, telles que DC-SIGN, les sphyngolipides ou 
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encore les HS. Les rôles multiples joués par ces polysaccharides dans les relations Hôte-

pathogènes, et notamment dans l’infection par le VIH, sont désormais bien documentés (voir 

paragraphe 1.4.1.5). En plus de servir de récepteurs d’attachement permettant au virus de se 

concentrer à proximité de ses récepteurs d’entrée, les HS fixent et protègent le virus en le 

gardant à l’état infectieux pendant plusieurs jours [163]. Ils interviennent dans le passage du 

virus au travers de l’épithélium des muqueuses et de la barrière hémato-encéphalique par 

transcytose [165, 168, 170]. Enfin, ils permettent le transfert du virus de la surface de cellules 

non permissives vers celle de cellules permissives et contribuent ainsi à un mode d’infection 

dit en trans [163-164].  

 

Lorsque j’ai débuté mon stage post-doctoral à l’IBS, il avait déjà été montré que la fixation du 

VIH aux HS s’effectuait via la glycoprotéine gp120, au niveau de la boucle V3 de la protéine 

[233]. Cependant, les aspects structuraux et fonctionnels impliqués demeuraient très mal 

définis. Une étude menée peu avant mon arrivée par l’équipe de Fernando Arenzana 

Seisdedos (Institut Pasteur, Paris) en collaboration avec Hugues avait toutefois montré que 

cette interaction reposait largement sur le potentiel électrostatique la boucle V3, mais 

dépendait également de déterminants structuraux précis. En effet, des différences très 

minimes dans la séquence de la boucle V3 sans variation significative de la charge nette 

pouvaient moduler très fortement l'affinité du virus pour les HS. Ces travaux suggéraient par 

ailleurs que des motifs extérieurs à la boucle V3 devaient également être impliqués [234]. 

L’objectif de mon projet de recherche consistait donc à clarifier les mécanismes d’interaction 

gp120/HS et à identifier précisément les déterminants structuraux impliqués en vue d’obtenir 

des informations nouvelles sur le rôle de ces polysaccharides au cours de l’infection par le 

VIH. 

 

 

3.1.1 Etude de l’interaction gp120/HS par résonance plasmonique de surface 

 

Dans un premier temps, mes travaux ont visé à caractériser de façon plus précise l’interaction 

gp120/HS en utilisant la technologie de résonance plasmonique de surface (système 

BIAcore). Grâce à cette technique, nous avons pu effectuer des mesures d’interaction en 

temps réel de molécules de gp120 recombinante (obtenues par collaboration avec Dr Q. 

Sattentau, Oxford) sur des chaînes d’HS ou d’héparine couplées à la surface du biocapteur. 
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Les résultats obtenus nous ont permis d’aboutir à 3 observations principales, qui ont été 

déterminantes pour  la poursuite de ce projet. 

 

 

3.1.1.1 La capacité d’interaction avec les HS est liée au tropisme viral 

 

Nous avons tout d’abord cherché à analyser l’interaction des HS avec des gp120 issues de 

différents isolats viraux. Les résultats obtenus ont montré que les gp120 de virus de tropisme 

X4 se fixaient fortement sur la surface d’héparine, alors que les gp120 de type R5 

n’interagissaient pas avec le polysaccharide (Figure 18). 

  

 

 

 

 

 

 
Figure 18 : Analyse en BIAcore de l’interaction de gp120 sur une surface d’héparine 
 

Interaction de gp120 de type X4 (HxBc2, courbe rouge) ou R5 (Jrfl, courbe bleue) sur une surface d’héparine. 
Les différents sensorgrammes ont été obtenus par injection de 60 nM de chaque protéine. 

 

 

Il existe donc une corrélation directe entre capacité de fixation aux HS et tropisme viral. Un 

grand nombre de critères différencient les virus de types X4 et R5, notamment le type de 

cellules qu’ils infectent, leur pathogénicité et leur distribution/prolifération au cours de 

l’évolution de la maladie. Les HS pourraient donc jouer un rôle important dans certains de ces 

aspects.    
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3.1.1.2 Les HS constituent des sites d’ancrage forts à la surface des cellules 

 

Nous avons également développé un protocole nous permettant d’analyser par BIAcore 

l’adsorption de particules virales entières (virus X4 et R5 inactivés) sur une surface 

d’héparine. Les sensorgrammes obtenus (Figure 19) confirment tout d’abord les résultats 

précédents, les virus R5 n’interagissant pas de manière significative avec l’héparine (Figure 

19B), alors que les virus X4 se fixent fortement sur le polysaccharide (Figure 19A). Ces 

résultats valident donc les travaux réalisés à partir de molécules de gp120 monomérique. Par 

ailleurs, l’analyse des sensorgrammes révèle que les complexes virus/HS formés sont 

extrêmement stables (dissociation virtuellement inexistante). Ceci s’explique probablement 

par la présence de multiples sites de fixation aux HS sur un virus entier. Les HS permettent 

donc un ancrage particulièrement efficace à la surface des cellules.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Analyse en BIAcore de l’adsorption de virus X4 et R5 sur une surface 

d’héparine 
 
Mesures d’interaction de virus de type X4 (A) ou R5 (B) sur une surface d’héparine. Les différents 
sensorgrammes correspondent à des injections de 6.25, 12.5, 25 et 50 µg/ml (de bas en haut) de virus, après 
soustraction des contrôles négatifs (lysats cellulaires non infectés). 
 

 

3.1.1.3 CD4i, le site de fixation des corécepteurs du VIH, est également un domaine 

d’interaction aux HS 

 

Enfin, les résultats sans doute les plus importants concernent l’identification d’un nouveau 

domaine de fixation des HS sur gp120. De nombreuses études avaient établi que la boucle V3 

intervenait dans cette interaction. Nous avons également pu montrer que CD4i, le site de 

fixation aux corécepteurs du VIH, constituait un deuxième domaine d’interaction aux HS. Des 

analyses en BIAcore, réalisées sur des molécules de gp120 ou des complexes gp120/CD4 
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(pour lesquels l’épitope CD4i est exposé), ont démontré que ces derniers avaient une affinité 

bien supérieure pour le polysaccharide (Figure 20A). La participation de CD4i dans 

l’interaction aux HS a été confirmée en injectant ces mêmes complexes gp120/CD4, en 

présence ou non d’héparine, sur une surface d’anticorps 17b, un anticorps monoclonal 

spécifique de CD4i et pouvant donc être utilisé comme « mime » des corécepteurs. Les 

résultats obtenus (Figure 20B) montrent une claire inhibition par l’héparine de l’interaction 

CD4i/17b. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Mise en évidence de l’interaction HS/CD4i 
 
A : Interaction de gp120 (50 nM, courbe bleue) et de gp120/CD4 (50/50 nM, courbe rouge) sur une surface 
d’héparine.  
B : Inhibition par l’héparine (0-16.7 nM) de l’interaction de gp120/CD4 (5 et 10 nM, respectivement) sur une 
surface d’anticorps 17b (anti-CD4i). 
 

 

Des études du complexe gp120/héparine par modélisation moléculaire ont également montré 

que le polysaccharide pouvait interagir simultanément avec ses deux domaines d’interaction : 

la boucle V3 et l’épitope CD4i (Figure 21). Le modèle suggère de plus qu’un fragment de 

10/12 monosaccharides permettrait de couvrir l’ensemble des résidus basiques de ces deux 

domaines. 

 

Afin de définir plus précisément la taille oligosaccharidique nécessaire à l’interaction 

gp120/HS, des expériences d’inhibition de la fixation de complexes gp120/CD4 sur une 

surface d’anticorps 17b ont été réalisées, à l’aide d’une série d’oligosaccharides d’héparine de 

taille variable (du dp2 au dp18). Les résultats montrent qu’une taille d’au moins 10 

monosaccharides est nécessaire pour obtenir une inhibition efficace de l’interaction (Figure 

22). Les données expérimentales confirment donc les informations obtenues par modélisation 

moléculaire.    
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Figure 21 : Etude du complexe gp120/héparine par modélisation moléculaire 
 
Modélisation du complexe formé par une molécule de gp120 de type X4 (HxBc2) en interaction avec un 
hexadécasaccharide d’héparine. La structure de gp120 a été obtenue à partir des données cristallographiques 
[235]. La surface MOLCAD de la glycoprotéine est colorée en fonction du potentiel électrostatique (de rouge 
pour basique à bleu pour acide). L’hexadécasaccharide représenté est issu d’une banque conformationnelle de 
fragments d’héparine et a été choisi pour s’adapter au mieux aux sites d’interaction définis par les résidus 
basiques de CD4i et de la boucle V3. Travail réalisé en collaboration avec le Dr A. Imberty (CERMAV-CNRS, 
Grenoble). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Inhibition de l’interaction de complexes gp120/CD4 sur une surface 

d’anticorps 17b par des oligosaccharides d’héparine 
 
Les complexes gp120/CD4 (5 et 10 nM, respectivement) sont pré-incubés avec des oligosaccharides de tailles 
différentes (du dp2 au dp18, 40 nM) avant injection sur la surface d’anticorps 17b. Les résultats montrent qu’un 
fragment d’héparine d’au moins dix monosaccharides de long (dp10) est nécessaire pour bloquer efficacement la 
fixation des complexes sur la surface.  
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Même si le rôle physiologique de cette interaction HS/CD4i demeurait énigmatique, ces 

résultats suggéraient que des molécules dérivées d’HS pourraient être utilisées pour inhiber la 

fixation du VIH sur ses corécepteurs. Dans ce contexte, nous avons proposé le développement 

d’un composé hybride, constitué d’un fragment de CD4 soluble couplé à un oligosaccharide 

d’HS. Dans cette molécule, le rôle de la partie « CD4 » est d’ouvrir gp120, et ainsi d’exposer 

l’épitope CD4i sur lequel pourra alors se fixer l’oligosaccharide d’HS (Figure 23). Cette 

molécule pourrait donc permettre le blocage simultané des deux sites majeurs d’interaction de 

gp120 sur les cellules hôtes. Sur la base de ce concept, un brevet a été déposé en 2002 (Brevet 

CNRS-CEA déposé le 19/04/2002 sous le N° 02 04926). Par ailleurs, l’ensemble de ces 

travaux a fait l’objet d’une publication scientifique [236]. 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Concept de la molécule hybride CD4-HS brevetée 
 
La partie « CD4 » de la molécule (1) interagit tout d’abord avec gp120 (2) et induit les changements 
conformationnels conduisant à l’exposition de CD4i (3). CD4i est alors accessible pour la partie « HS » de la 
molécule (4), qui permet donc un blocage simultané des sites de fixation du VIH sur CD4 et sur les 
coérecepteurs. 
 

 

Pour concevoir une telle molécule, il était cependant essentiel de caractériser les deux 

partenaires de l’interaction, à savoir les résidus de l’épitope CD4i impliqués dans l’interaction 

avec les HS et la taille, ainsi que la nature, des chaînes saccharidiques les plus appropriées 

pour bloquer le site CD4i. Ce sont sur ces aspects que se sont concentrées mes recherches et 

celles d’Elodie Crublet dont j’ai co-encadré la thèse. L’objectif de nos travaux a consisté à 

mettre en place un système de production de gp120 au sein du laboratoire et à utiliser cette 

protéine recombinante afin d’identifier précisément les motifs structuraux de gp120 impliqués 

dans l’interaction avec les HS, au niveau de l’épitope CD4i, mais aussi ailleurs sur la 

protéine. Ceci a été réalisé grâce à une double approche : l’étude par mutagénèse dirigée 

d’acides aminés de CD4i soupçonnés d’être impliqués dans l’interaction, et la cartographie 

des sites de fixation aux HS ou à son analogue l’héparine (sites nommés HBDs pour 

« heparin binding domains »), en utilisant une méthode d’analyse développée au laboratoire 

(voir paragraphe 4.3). 
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3.1.2 Caractérisation des domaines d’interaction aux HS sur gp120 

 

3.1.2.1 Mise en place d’un système d’expression et de production de gp120  

 

Afin d’étudier l’interaction gp120/HS, un système d’expression de la protéine a été développé 

en utilisant la technique de « Baculovirus ». Des études préliminaires ont tout d’abord été 

effectuées, afin de déterminer les conditions permettant une expression maximale de la 

protéine, notamment, l’importance de la nature de la séquence signal associée au gène de 

gp120, le choix de la lignée de cellules d’insecte utilisée, les conditions et temps d’infection. 

La Figure 24A montre les résultats observés pour l’expression de gp120 obtenue par infection 

de cellules d’insecte Sf21 avec un baculovirus porteur d’un bacmide codant pour la protéine 

gp120 associée à la séquence signal de la melittine. L’expression est suivie en fonction du 

temps post-infection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Expression et purification de gp120 en cellules Sf21/Baculovirus 
 
A : Cinétique d’expression, de gp120 dans le milieu de culture de cellules Sf21 infectées avec le baculovirus 
« melittine-gp120 » (Western-blot sur 40µl de milieu). Contrôle (St) : 100 ng de gp120 déposé.  
B : Récapitulatif des étapes de purification/concentration de gp120. Analyse sur gel SDS-PAGE 10%, coloré au 
bleu de Coomassie après purification sur chromatographie échangeuse d’ions (1), chromatographie d’affinité (2), 
concentration de l’échantillon (3), puis chromatographie d’exclusion (4). 
 

 

Un système de purification de la protéine a ensuite été mis au point. Celui-ci comprend 3 

étapes : une purification sur colonne échangeuse de cations (SP-sépharose), une 

chromatographie d’affinité en utilisant une résine de lentil-lectine (fixation spécifique des 

protéines glycosylées) et une chromatographie d’exclusion (séparation par la taille). La Figure 

24B montre un récapitulatif des différentes phase de purification. Ce protocole permet 

d’obtenir une protéine avec un degré de pureté d’environ 95% avec un rendement de 

production de 1-2 mg de proteine pure et correctement repliée, par litre de culture. 
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3.1.2.2 Propriétés fonctionnelles de la gp120 produite au laboratoire  

 

La protéine gp120 produite a ensuite été soumise à un certain nombre de tests d’interaction, 

réalisés en BIAcore, afin de valider ses caractéristiques fonctionnelles (Figure 25). Les 

paramètres suivants ont été analysés : capacité à interagir avec CD4, 17b (l’anticorps 

monoclonal dirigé contre CD4i) et l’héparine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Tests de fonctionnalité (BIAcore) de la protéine gp120 produite au 

laboratoire 
 
A : Analyse de l’interaction de gp120 sur une surface CD4. 
B : Analyse de l’interaction de gp120 sur une surface 17b, en présence ou non de CD4. 
C : Analyse de l’interaction de gp120 sur une surface héparine. 
D : Analyse de l’interaction de gp120 sur une surface héparine, en présence ou non de CD4. 
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Les résultats montrent que la gp120 produite au laboratoire a la capacité de se fixer à CD4 

(Figure 25A), avec une affinité estimée à 8 nM, valeur en accord avec les observations 

précédemment publiées. Notre protéine est reconnue par l’anticorps 17b, lorsqu’elle est en 

complexe avec CD4, mais pas lorsqu’elle est seule (Figure 25B). Ceci indique que l’épitope 

CD4i est effectivement masqué et que l’interaction avec CD4 provoque bien les changements 

conformationnels aboutissant à son exposition. Enfin, gp120 se fixe à l’héparine (Figure 25C) 

et, en accord avec nos précédentes observations, l’interaction avec CD4 augmente l’affinité de 

la protéine pour le polysaccharide (Figure 25D). La protéine gp120 produite au laboratoire 

présente donc toutes les propriétés fonctionnelles attendues. 

 

 

3.1.2.3 Identification des HBDs de gp120   

 

L’identification des HBDs de gp120 a été réalisée grâce à une méthode développée au 

laboratoire (voir paragraphe 4.3) pour caractériser les sites d’interaction aux HS sur les 

protéines [237]. Cette technique, basée sur la formation de complexes covalents de la protéine 

d’intérêt sur  des billes d’héparine, a été utilisée pour analyser de nombreuses protéines 

étudiées au laboratoire. L’utilisation de billes d’héparine commerciales présente cependant un 

double désavantage : tout d’abord, elle ne permet pas d’effectuer des analyses avec d’autres 

glycosaminoglycanes, ou des structures polysaccharidiques plus spécifiques que ces 

préparations commerciales. Ensuite, les billes peuvent être occasionnellement « lavées » au 

travers du séquenceur, malgré le filtre de protection utilisé, et entraîner un blocage de 

l’appareil. Dans ce contexte, nous avons développé une approche alternative où le support 

« bille » a été éliminé et l’expérience réalisée en solution (voir paragraphe 4.3). Cette 

technique a été utilisée pour identifier les HBDs présents sur gp120 (Figure 26). 

 

Les résultats obtenus ont permis de détecter 3 séquences : 165-IRGKVQKEYAFFY-177 

(HBD-1), où la Lys168 (et peut-être la Lys171) est engagée dans le couplage, qui appartient à 

la boucle V2, 292-VEINCTRPNNNTRKRIR-308 (Lys305 engagée) qui correspond à la 

boucle hyperbasique de V3 (le site de fixation à l’héparine caractérisé auparavant, ici appelé 

HBD-2) et 496-VAPTKAKRR-504, un peptide de la partie C-terminale (domaine C5, HBD-

3), où la Lys499 (et peut-être la Lys501) est impliquée dans le couplage. Il est intéressant de 

remarquer que les 3 séquences identifiées appartiennent à des régions fonctionnellement 

importantes pour le virus (Figure 27). HBD-1 correspond à la partie N-terminale de la boucle 
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V2, un domaine qui, tout comme la boucle V3, subit des changements conformationnels 

importants suite à la fixation de CD4. HBD-2 appartient à la boucle V3, une structure qui joue 

de multiples rôles dans les propriétés biologiques de gp120, tels que la reconnaissance par des 

anticorps neutralisants (la boucle V3 est également appelée « déterminant principal de 

neutralisation »), le tropisme et la pathogénicité du virus. Enfin, la région C-terminale de 

gp120 dans laquelle se trouve HBD-3, est un site important car il contient une séquence de 

clivage par la furine permettant la coupure de la protéine env (gp160) en vue d’obtenir les 

protéines fonctionnelles gp120 et gp41. Des études ont par ailleurs montré que l’héparine 

augmentait la capacité de la furine à couper des peptides correspondant à la région C-

terminale de gp120 [238]. HBD-3 pourrait donc jouer un rôle dans ce processus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Identification des domaines d’interaction aux HS de gp120 
 
A : Séquence protéique de gp120. Les lysines et les arginines sont représentées en gras et le peptide signal est 
noté en italique.  
B : Analyse des peptides se liant à l’héparine. (i) et (ii) sont le résultat des deux expériences indépendantes. Les 
acides aminés impliqués dans le couplage avec l’héparine sont représentés en rouge et les résidus partagés par 
plusieurs séquences sont notés en rose. Les résultats obtenus sont reportés sur la séquence complète de gp120 (en 
gris).  
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3.1.2.4 Etude du site CD4i de gp120  par mutagénèse dirigée  

 

Nos travaux précédents ont montré par ailleurs que les HS pouvaient également interagir avec 

gp120 au niveau de l’épitope CD4i, le site de fixation aux corécepteurs. Etant donné 

l’importance stratégique de cet épitope et les applications thérapeutiques potentielles pouvant 

découler de cette observation, il était essentiel de caractériser les déterminants structuraux 

impliqués dans cette interaction, et notamment les résidus de l’épitope CD4i participant à la 

reconnaissance du polysaccharide. Pour cela, des expériences de mutagénèse dirigée sur les 

quatre résidus ciblés au niveau du site CD4i ont été réalisées. Le choix des résidus étudiés 

s’est effectué à partir des données obtenues par modélisation moléculaire (Figure 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Domaines d’interaction aux HS sur gp120 
 
Molécule de gp120 de type X4 (HXBc2) modélisée à partir des données cristallographiques [235].  
A : Localisation sur gp120 des 3 HBDs identifiés par l’approche « billes », et de CD4i. 
B : Positionnement sur gp120 de CD4i et des 4 acides aminés étudiés par mutagénèse dirigée (surface MOLCAD 
colorée en fonction du potentiel électrostatique, de rouge pour basique à bleu pour acide). 
 

 

Ainsi, les acides aminés Lys121, Arg419, Lys421 et Lys432 ont été remplacés par des sérines 

pour obtenir les protéines portant des mutations simples gp120-K121S, gp120-R419S, gp120-

K421S et gp120-K432S. Ces protéines mutées ont été ensuite exprimées puis purifiées selon 

le protocole décrit au paragraphe 3.1.2.1. 
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Tests de fonctionnalité des différents mutants de gp120  

 

L’activité de ces différents mutants de gp120 a tout d’abord été testée. Dans un premier 

temps, il était important de vérifier que les mutations réalisées sur la protéine gp120 n’altèrent 

pas sa capacité à interagir avec CD4. De même, il était nécessaire d’étudier le comportement 

des protéines mutées, en complexe avec CD4, sur la surface 17b, afin de vérifier que l’épitope 

CD4i est toujours fonctionnel.  En effet, parmi les quatre acides aminés du site CD4i mutés, 

trois (K121, R419 et K421) sont directement engagés dans l’interaction avec 17b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Tests de fonctionnalité des différents mutants de gp120 
 
A : Analyse en BIAcore de l’interaction de gp120 (sauvage ou mutantes) avec CD4. 
B : Analyse en BIAcore de l’interaction  de gp120 (sauvage ou mutantes) avec 17b, en présence ou non de CD4. 
 

 

Nos résultats montrent que toutes les protéines interagissent avec CD4, même si les protéines 

mutées fixent CD4 de façon légèrement moins forte (Figure 28A). Les protéines sauvage ou 

mutées sont ensuite injectées sur la surface 17b, seules ou préincubées avec CD4, afin de 

valider l’exposition du site CD4i par CD4 (Figure 28B). Les résultats obtenus montrent que la 

protéine gp120 se fixe faiblement lorsqu’elle est injectée seule sur la surface 17b, qu’il 

s’agisse de la forme sauvage ou des mutants. La préincubation avec CD4 entraîne en revanche 
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une augmentation significative de la fixation de gp120 à l’anticorps 17b, pour toutes les 

protéines. La protéine sauvage et le mutant gp120-K121S présentent des réponses identiques 

et les trois autres mutants des signaux relativement proches. Ces observations permettent de 

conclure que le site CD4i n’est pas exposé dans la conformation native de la protéine (faible 

fixation de gp120 seule) et donc, que les mutations réalisées n’altèrent pas la conformation de 

la protéine. De plus, CD4 est capable d’induire l’exposition de l’épitope CD4i et celui-ci, 

muté sur l’un des quatres acides aminés étudiés, garde sa capacité à interagir avec 17b.  

 

Ces deux expériences permettent de conclure que les protéines produites (sauvage et 

mutantes) sont fonctionnelles : elles interagissent avec CD4 et cette interaction expose 

l’épitope CD4i. Les mutants R419S, K421S et K432S présentent une fixation sur 17b, en 

présence de CD4, plus faible que la protéine sauvage. Cela peut s’expliquer par le fait qu’ils 

se fixent légèrement moins à CD4, comme le montre la Figure 28A, et non par le fait que 

l’épitope CD4i est déstructuré. 

 

 

Interaction des mutants de gp120 avec l’héparine  

 

Après avoir validé la fonctionnalité des protéines mutantes, nous avons analysé leur 

interaction avec l’héparine afin de déterminer l’implication relative de chacun des quatre 

résidus étudiés. Deux types d’expériences en BIAcore ont été réalisées dans le but d’étudier 

l’interaction gp120/héparine. Tout d’abord, l’engagement des acides aminés du site CD4i 

dans la fixation de l’héparine a été étudié de façon directe, par mesure d’interaction des 

mutants sur la surface d’héparine. Dans ce but, gp120, seule ou préincubée avec CD4, a été 

injectée sur une surface d’héparine.  

 

Les résultats de ces analyses d’interaction « directe » montrent que le mutant gp120-K121S 

présente une réponse identique à celle de la protéine sauvage (Figure 29A). La lysine 121 ne 

semble donc pas impliquée dans la fixation à l’héparine. En revanche, la présence de CD4 

n’augmente pas la liaison à l’héparine des mutants gp120-R419S, gp120-K421S et gp120-

K432S. Ces résultats permettent donc de conclure que ces résidus sont effectivement engagés 

dans la liaison à l’héparine. En particulier, l’arginine 419 semble essentielle à l’interaction 

CD4i/héparine, puisqu’en présence de CD4, la fixation de gp120 à l’héparine n’augmente 

quasiment pas (124 RU sans CD4 et 139 RU avec CD4).  
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Figure 29 : Interaction des mutants de gp120 avec l’héparine 
 
A : Analyse « directe », par mesure de l’interaction en BIAcore de gp120 (sauvage ou mutantes) avec l’héparine, 
en présence ou non de CD4. 
B : Analyse « indirecte », par mesure de la capacité de l’héparine à inhiber l’interaction de gp120 (sauvage ou 
mutantes) avec 17b, en présence ou non de CD4. 
C : Expression des résultats de (B) sous la forme de pourcentage d’inhibition de l’interaction gp120/17b par 
l’héparine. 
 

 

Nous avons ensuite utilisé une approche « indirecte », où les résidus de CD4i impliqués dans 

l’interaction avec le polysaccharide ont été identifiés en analysant le pouvoir compétiteur de 

l’héparine sur l’interaction gp120/17b, en présence de CD4. Dans ce cas, gp120 a été injectée 

sur une surface 17b, seule, préincubée avec CD4, ou avec CD4 et de l’héparine. L’injection 

sur la surface 17b de gp120 préalablement incubée avec CD4 et avec l’héparine, permet de 

déterminer le pourcentage d’inhibition par l’héparine de l’interaction CD4i/17b (wt, Figure 

29B et C). Plus l’affinité de l’héparine pour CD4i est forte, plus le pourcentage d’inhibition 

est élevé. Ainsi, les résultats montrent que l’héparine inhibe l’interaction de 17b avec gp120 

sauvage et gp120-K121S respectivement à 93 et 92,5% (Figure 29C), confirmant que 

l’absence de K121 n’empêche pas l’héparine de fixer l’épitope CD4i. En revanche, 

l’inhibition de l’interaction CD4i/17b par l’héparine diminue fortement pour les mutants 

gp120-R419S (58%) et gp120-K421S (62%), indiquant que ces acides aminés interagissent 

93 92,5

58
62

81

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 d

'i
n

h
ib

it
io

n
  

p
a

r 
l'

h
é

p
a

ri
n

e
wt

K12
1S

R419
S

K42
1S

K43
2S

B 

%
 d

’i
n

h
ib

it
io

n
 p

a
r 

l’
h

é
p

a
ri

n
e
  

R
é
p

o
n

s
e
 (

R
U

) 

17b 
0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

wt K121S R419S K421S K432S

gp120

gp120/CD4

gp120/CD4/Hp

C 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

R
é
p

o
n

s
e
 (

R
U

)

w
t

K12
1S

R
41

9S

K42
1S

K43
2S

gp120

gp120/CD4
 

Hp 

 

A 



 - 76 -

probablement avec l’héparine. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par analyse 

« directe » de la fixation de gp120 sur la surface héparine. Le mutant gp120-K432S semble 

également interagir avec l’héparine, mais avec une plus faible affinité (81% d’inhibition).  

 

 

3.1.3 Conclusion et perspectives 

 

Ce projet, pour lequel j’ai été initialement recruté au CNRS en 2002 a poursuivi sa 

maturation, sous l’impulsion de mes travaux et de ceux d’Elodie Crublet, dont j’ai co-dirigé la 

thèse (soutenance orale le 8/02/2008). En un peu plus de 5 ans, nos travaux ont démontré les 

implications multiples des HS dans ces mécanismes. Les résultats décrits dans ce rapport 

mettent à jour une cartographie complète des régions d’interaction entre gp120 et ces 

polysaccharides, avec entre autres, la caractérisation de 4 HBDs situés à des positions 

stratégiques pour les propriétés biologiques de la protéine. Dans le cadre du développement 

de la molécule hybride CD4-HS, d’autres aspects non détaillés dans ce manuscrit ont été 

également explorés, notamment l’expression de CD4 sous forme recombinante, la production 

de banques de dodécasaccharides et les conditions de couplage chimique protéine/GAGs.   

Notre étude de l’interaction HS/gp120 a fait l’objet de deux publications scientifiques [236, 

239] et l’ensemble de ces travaux a fourni une base d’information structurale ayant conduit 

depuis à la conception de l’inhibiteur CD4-HS du VIH [240].  

 

 

3.2 ROLES DES HS DANS LA FIXATION ET L’ENTREE DES DODECAEDRES DE L’ADENOVIRUS 

DE TYPE 3  

 

Dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Pascal Fender (UVHCI, Grenoble, France), j’ai 

réalisé l’étude de l’interaction des HS avec les protéines de capside de l’Adénovirus de type 3 

(Ad3). Au cours du cycle infectieux de l’Ad3, le penton, un des constituants de la capside du 

virus, est produit en excès et peut s’auto-assembler pour former une structure complexe de 

symétrie dodécaédrique (Figure 30). Ces particules (Dds), dont le rôle physiologique reste 

mal connu, peuvent entrer dans les cellules avec une grande efficacité. Des travaux ont ainsi 

montré que les Dds pouvaient constituer des outils biotechnologiques intéressants pour le 

transfert de protéines ou de gènes à l’intérieur des cellules [241-242]. 



 - 77 -

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Le Dodécaèdre de l’Ad3 
 
Représentation schématique (A) et image en microscopie électronique (B) du dodécaèdre (Dd) de l’Ad3, formé 
par l’assemblage de 12 pentons (Pt). Le Pt est un des constituants de la capside de l’Ad3, formé par l’association 
non covalente de 2 trimères de protéines : la fibre et la base (C). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Les HS permettent l’attachement et l’entrée des Dds dans des cellules non 

permissives pour l’Ad3 
 
A : Analyse par microscopie confocale de l’attachement de Dds marqués au FITC (fluorescein isothiocyanate, 
signal vert) à la surface de cellules CHO-K1 non permissives pour l’Ad3, dont les noyaux sont marqués à l’IP 
(Iodure de propidium, signal rouge). L’incubation Dd-cellules est réalisée à 4°C en présence d’azide de sodium, 
afin de bloquer les processus d’internalisation (A1). La fixation des Dds est fortement inhibée par l’addition  
d’héparine (0.01 µg/ml, A2). Par ailleurs, les Dds ne peuvent se fixer sur les CHO-2241, une lignée cellulaire 
mutante, déficiente pour la synthèse d’HS (A3). 
B : Internalisation des Dds marqués au FITC dans les cellules CHO-K1. L’accumulation de Dds dans le 
cytoplasme péri-nucléaire est clairement indiquée par le signal fluorescent ponctué (B1). L’entrée des Dds est 
complètement inhibée par l’addition d’héparine (B2), ou le traitement des cellules au chlorate qui bloque la 
sulfatation des HS endogènes (B3). 
 

 

Nous avions remarqué que les Dds pouvaient entrer dans des cellules qui ne sont pas 

permissives à l’Ad3, ce qui suggérait l’existence d’un mode d’attachement et/ou 
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d’internalisation distinct de celui du virus. Par des techniques de FACS et de microscopie 

confocale, nous avons tout d’abord pu montrer que la fixation des Dds sur ces cellules  

s’effectuait par les HS (Figure 31A1).  

 

Ainsi, l’attachement des Dds sur des cellules CHO-K1 (non permissives pour l’Ad3) peut être 

bloqué de manière très efficace par l’héparine (Figure 31A2). Le rôle des HS dans 

l’interaction est de plus confirmé par l’incapacité des Dds à se fixer sur les cellules mutantes 

CHO-2241 qui ne possèdent pas d’HS à leur surface (Figure 31A3). Des analyses en BIAcore 

réalisés sur des dodécaèdres-fibre (Pt-Dd, formés de 12 pentons entiers) et dodécaèdres-base 

(Bs-Dd, pour lequel la protéine fibre est absente) ont révélé que cette interaction était de forte 

affinité et s’effectuait par l’intermédiaire de la base du penton (Figure 32). Outre un rôle dans 

l’attachement, nous avons enfin établi que l’interaction avec les HS constituait la première 

étape d’un nouveau mode d’internalisation des Dds dans les cellules, indépendant du 

processus d’entrée conventionnel de l’Ad3 pour lequel la protéine fibre est nécessaire (Figure 

33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Analyse de l’interaction Dd/héparine en BIAcore 
 
 Les dodécaèdres-fibre (Pt-Dd) et -base (Bs-Dd) ont été injectés à 0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40 et 60 µg/ml sur une 
surface d’héparine. Sensorgrammes obtenus et analyse de Scatchard des données à l’équilibre pour Pt-Dd (A et 
C) et Bs-Dd (B et D).  
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Ces résultats apportent donc des informations nouvelles pour l’étude du rôle physiologique 

des Dds, ainsi que pour le développement d’applications à visée thérapeutique. Ces travaux 

ont fait l’objet d’une publication [243]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Rôle des HS dans l’entrée des Dds dans des cellules permissives pour l’Ad3 
 
Internalisation des Pt-Dd et Bs-Dd marqués au FITC dans les cellules HeLa permissives à l’Ad3, préincubés ou 
non avec 10 µg/ml d’héparine.  
A : Observation au microscope confocal. 
B : Quantification par mesure de l’intensité de fluorescence. 
  

 

La poursuite de ces travaux a récemment permis de mettre en évidence une action concertée 

des PGs et des intégrines dans le mécanisme d’entrée des Dds [244-245]. Ces résultats 

contribuent non seulement à une meilleure compréhension du mode d’action de ces particules 
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pseudo-virales, mais présentent également un intérêt en biotechnologie et vectorologie, dans 

le cadre d’une utilisation des Dds pour le transfert de protéines ou d’ADN [241-242]. 

 

 

3.3 ROLE DES GAGS DANS LES PROCESSUS INFLAMMATOIRES : INTERACTION RANTES/HS 

 

Les chimiokines forment une famille d’une cinquantaine de petites protéines (entre 7 et 12 

kDa). Elles se caractérisent principalement par leur propriétés chimioattractantes et leur rôle 

dans la migration des cellules immunitaires, mais sont également impliquées dans d’autres 

fonctions physiologiques et pathologiques, telles que le développement, l’angiogénèse, la 

réparation tissulaire et le Cancer [246]. Les chimiokines se subdivisent en 4 sous-familles, en 

fonction de la position relative de deux cystéines conservées dans la région N-terminale de la 

protéine, définissant ainsi, les CC, CXC, CX3C et C chimiokines [247]. L’activité des 

chimiokines s’exerce via leur interaction avec des membres de la famille des récepteurs à sept 

domaines transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR). Ces interactions définissent 

un réseau très complexe de systèmes ligand-récepteur, où une même chimiokine peut 

reconnaître différents récepteurs et un récepteur donné peut accepter pour ligand plusieurs 

chimiokines, permettant ainsi une régulation extrêmement fine des activités de ces protéines. 

Enfin, les chimiokines fixent les GAGs, cette interaction jouant des rôles multiples sur leur 

activité. Tout d’abord, elle permet la formation et la stabilisation des gradients 

chimiotactiques impliqués dans le contrôle de la migration des cellules de l’immunité (voir 

paragraphe 1.4.1.4). La fixation des chimiokines aux HS joue également un rôle de protection 

en prévenant leur inactivation par protéolyse, comme il l’a été montré dans le cas de la 

dégradation de la chimiokine SDF1 par la protéase CD26 [248]. Les HS favorisent de plus la 

dimérisation, oligomérisation ou hétérodimérisation des chimiokines, phénomène qui pourrait 

influencer les propriétés biologiques de ces protéines, en favorisant par exemple l’homo- ou 

l’hétérodimérisation des GPCRs [249-250]. Enfin, la formation de complexes avec les HS 

pourrait moduler l’activité des chimiokines en altérant sélectivement leur capacité de 

reconnaissance par certains récepteurs. Il a par exemple été montré que la mutation du 

domaine de fixation aux HS de la chimiokine RANTES  conduisait à une forte réduction de 

l’interaction avec le récepteur CCR1, mais n’avait aucun impact pour la fixation au récepteur 

CCR5 [251-252]. 
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Dans le cadre de mes travaux, je me suis tout particulièrement intéressé à cette dernière 

chimiokine RANTES (ou CCL5). En effet, outre ses propriétés pro-inflammatoires et son rôle 

dans de nombreuses pathologies (maladie de Crohn, arthrite rhumatoïde, sclérose en plaque, 

cancer…), de par sa capacité à se fixer au récepteur CCR5, RANTES présente une activité 

anti-VIH [253]. 

 

RANTES est une CC-chimiokine de 7.2 kDa, exerçant ses activités pro-inflammatoires via 

son interaction aux récepteurs CCR1, CCR3 et CCR5. L’étude de cette chimiokine prend un 

nouveau tournant quand en 1995, Cocchi et al. mettent en évidence ses propriétés anti-VIH 

[254], propriétés très rapidement associées à sa capacité de fixation à CCR5, le corécepteur 

des isolats R5 du virus (voir paragraphe 3.1) [255]. Cependant, l’utilisation d’un puissant 

médiateur pro-inflammatoire tel que RANTES à des fins thérapeutiques étant inenvisageable, 

des études ont conduit au développement d’antagonistes de la chimiokine et notamment d’une 

forme de RANTES tronquée de ses 8 premiers acides aminés, RANTES(9-68), retenant sa 

capacité de fixation aux récepteurs et donc son activité anti-VIH, mais incapable d’induire 

une réponse cellulaire [253].  

 

Comme toute chimiokine, RANTES se fixe également aux HS, l’importance de cette 

interaction pour l’activité ayant été démontrée in vivo [157]. Le rôle de cette interaction a 

également été étudié au regard des propriétés anti-VIH de la chimiokine, mais a conduit à des 

résultats contradictoires. Ainsi, si les HS de surface cellulaire potentialisent l’activité anti-

VIH de RANTES (probablement en facilitant sa rétention à la surface cellulaire) [256-257], 

l’ajout d’HS solubles, qui devraient entrer en compétition avec ceux présents sur les cellules, 

augmente l’activité antivirale de la chimiokine dans certains systèmes cellulaires [258], mais 

pas dans d’autres [257]. Dans ce contexte, il convenait de clarifier les mécanismes impliqués 

dans l’interaction RANTES/HS. La chimiokine ayant une forte tendance à l’auto-

oligomérisation, nous avons décidé de mener cette étude sur RANTES(9-68) qui demeure 

sous forme monomérique en solution [259], afin de pouvoir analyser la contribution directe 

du polysaccharide dans les phénomènes de dimérisation. 

 

Nous avons tout d’abord analysé la dynamique de l’interaction RANTES(9-68)/héparine en 

BIAcore. L’analyse des sensorgrammes obtenus (Figure 34A) a révélé que la fixation de 

RANTES sur l’héparine présentait des cinétiques complexes. Cette observation a été 

confirmée par l’étude des données obtenues à l’équilibre suivant les représentations de 
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Scatchard (Figure 34B) et de Hill (Figure 34C), indiquant une interaction gouvernée par un 

processus de coopérativité positive. Nous avons établi un modèle mathématique décrivant les 

données expérimentales obtenues, qui nous a permis de déterminer les valeurs d’affinité de 

RANTES pour l’héparine : 398 nM pour la première interaction, et seulement 84 nM pour la 

deuxième interaction bénéficiant de l’effet de coopérativité positive. Ce phénomène 

s’explique probablement par la capacité d’une deuxième molécule de RANTES se fixant sur 

une chaîne d’héparine a établir des interactions à la fois avec le polysaccharide et avec une 

première molécule de RANTES précédemment fixée.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Analyse de l’interaction RANTES(9-68)/héparine en BIAcore 
 
A : Sensorgrammes obtenus par injection d’une série de concentrations de RANTES (0.4-3 µg/ml) sur une 
surface d’héparine.  
B : Analyse de Scatchard des données à l’équilibre, la courbe en cloche obtenue est caractéristique des 
phénomènes de coopérativité positive.  
C : Analyse de Hill. Cette représentation permet de déterminer un coefficient de coopérativité n=1.66. Une telle 
valeur suggère un processus de dimérisation coopérative.  
 

 

En parallèle, nous avons cherché à déterminer la taille oligosaccharidique optimale permettant 

de promouvoir une interaction avec la chimiokine, soit par des expériences de compétition en 

BIAcore (pré-incubation de RANTES(9-68) avec des oligosaccharides de taille définie avant 

injection sur une surface d’héparine), soit par la méthode de Dot-Blot sur membrane de 

nitrocellulose. Pour cette dernière approche, RANTES(9-68) a été pré-incubé avec des 

oligosaccharides radiomarqués (obtenus par marquage métabolique au tritium d’HS de CHO), 

puis passé au travers d’une membrane de nitrocellulose, les HS retenus sur la membrane (et 

donc associés à la protéine) étant ensuite élués par un tampon salin (PBS, 2M NaCl) puis 

quantifiés par mesure de la scintillation. Les résultats (Figure 35) montrent qu’une fixation 

significative avec RANTES(9-68) n’est obtenue que pour des oligosaccharides relativement 

longs (au moins 14 unités saccharidiques), un dp18 correspondant probablement à la taille 

optimale pour l’interaction. 
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Figure 35 : Interaction RANTES(9-68)/HS : influence de la taille du motif 

oligosaccharidique 
 
Analyse par « filter binding assay » de  l’interaction de RANTES(9-68) avec des oligosaccharides d’HS de taille 
définie, préparés par marquage métabolique ([3H]-glucosamine) et digestion à l’héparinase III de chaînes d’HS 
de cellules CHO.   
 

 

 Nous avons ensuite produit des complexes covalents de RANTES(9-68) sur des 

octadécasaccharides d’héparine, en utilisant un protocole de couplage à l’EDC/NHS adapté à 

l’étude des interactions protéine/GAG [260-261]. L’analyse de ces complexes par Western 

blotting a ainsi révélé la formation exclusive de complexes RANTES/oligosaccharides avec 

une stœchiométrie de (2 :1), renforçant ainsi l’hypothèse d’une dimérisation de la chimiokine 

induite par le polysaccharide (Figure 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Stœchiométrie d’un complexe RANTES(9-68)/oligosaccharide stabilisé par 

couplage covalent 
 
Analyse par Western-blotting de RANTES(9-68) seul (1), ou après incubation avec un octadécasaccharide 
(dp18) d’héparine activé à l’EDC/NHS (2).  S : Représentation schématique et distances de migration des 
complexes attendus, en fonction de leur stœchiométrie. 
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A partir de ces données et en tenant compte du domaine d’interaction aux HS identifié sur 

RANTES par mutagénèse dirigée [157, 252], nous avons réalisé la modélisation d’un 

complexe entre RANTES et un hexadécasaccharide d’héparine (Figure 37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Modélisation de l’interaction entre un dimère de RANTES et un 

hexadécasaccharide d’héparine 
 
Modélisation du complexe formé par RANTES en interaction avec un hexadécasaccharide d’héparine 
(programme GRID), en utilisant les données structurales publiées pour l’héparine [262] et  pour RANTES [263]. 
Travail réalisé en collaboration avec le Dr A. Imberty (CERMAV-CNRS, Grenoble). 
 

 

Celui-ci, en nous permettant de visualiser les points de contact entre la protéine et le sucre, a 

constitué une source d’information précieuse pour la suite de nos travaux. Nous avons en effet 

pu prédire, à partir de ce modèle, qu’une structure oligosaccharidique capable de fixer 

RANTES correspondait à un fragment relativement long composé de deux domaines 

d’interaction à ses extrémités, et d’une région centrale “passive”, où les groupements sulfate 

ne prendraient probablement pas part à la formation du complexe. Grâce à ces données, nous 

avons entrepris la construction « d’analogues structuraux », par couplage de deux 

octasaccharides « tête-bêche », séparés par un bras espaceur non chargé (composé 8-8, voir 

Figure 38). 

 

Les tests réalisés en BIAcore ont montré que 8-8 inhibait beaucoup plus efficacement 

l’interaction RANTES(9-68)/héparine que les octasaccharides sous forme monomérique (dp8) 

ou qu’un oligosaccharide naturel de taille équivalente  (un hexadécasaccharide ou dp16). Ces 

résultats s’expliquent par le fait que le composé 8-8 présente le double avantage d’une 

flexibilité accrue au niveau de sa région centrale, permettant d’optimiser l’orientation des 

oligosaccharides couplés au niveau des zones de contact, et d’une orientation anti-parallèle 
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des domaines d’interaction qui reproduit sur le sucre la symétrie observée pour le dimère de 

RANTES. En revanche, 8-8 s’est révélé être un faible inhibiteur de l’interaction 

SDF1/héparine. Cette chimiokine se fixe également à l’héparine sous forme d’un dimère, 

mais dans ce cas les domaines d’interaction au polysaccharide sont contigus [248], la 

structure de 8-8 s’avère donc inadaptée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Inhibition de la fixation de RANTES(9-68) et SDF-1 sur une surface 

d’héparine par les oligosaccharides couplés « tête-bêche » 
 
Mesures d’inhibition effectuées par injection de RANTES (vert) ou SDF-1 (bleu), seuls (R et S, 
respectivement) ou pré-incubés avec une préparation d’octasaccharides (dp8), d’hexadécasaccharides (dp16) ou 
d’octasaccharides couplés « tête-bêche » (8-8). La partie droite de la figure est une représentation schématique 
des différents fragments testés, où la tête de la flèche correspond à l’extrémité réductrice de l’oligosaccharide. 
 

 

L’ensemble des travaux réalisés sur la chimiokine RANTES nous ont donc permis de mettre 

en évidence un mode d’interaction inédit dans le contexte d’un système protéine-sucre, 

conduisant à une dimérisation de la chimiokine induite par le polysaccharide via un 

phénomène de coopérativité positive. Ils ont également fourni des données structurales 

importantes sur le complexe RANTES/HS, validées à la fois par des approches 

expérimentales et de modélisation moléculaire. Enfin, ces travaux constituent un exemple 

intéressant d’utilisation de ces données structurales pour le développement d’analogues 

structuraux spécifiques d’un ligand donné. Cette étude a fait l’objet d’une publication dans 

Biochemistry [264]. 
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4 UNE NECESSITE PERMANENTE : LES DEVELOPPEMENTS 

METHODOLOGIQUES 

 

 

Malgré l’intérêt considérable que les GAGs représentent pour la compréhension de processus 

physiologiques et pathologiques aussi nombreux que variés, leurs mécanismes d’action, ainsi 

que les motifs oligosaccharidiques associés à leurs fonctions demeurent encore mal connus. 

L’analyse des interactions protéines-GAGs est un champ disciplinaire relativement récent, 

rendu particulièrement difficile, de par la complexité structurale inhérente à ces molécules, et 

le manque d’outils méthodologiques disponibles pour leur étude. Ainsi, tout au long de mes 

travaux de recherche, je me suis investi dans le développement de nouvelles techniques 

pouvant faciliter l’analyse de la structure des HS et de leurs propriétés biologiques. 

 

 

4.1 SÉQUENÇAGE D’OLIGOSACCHARIDES : LE « TRITIUM END LABELLING SEQUENCING » 

(TELS) 

 

Durant la période où j’ai effectué ma thèse, les recherches menées dans le domaine 

s’accordaient à reconnaître l’existence au sein des chaînes d’HS de structures saccharidiques 

spécifiques pour la fixation d’un ligand, et donc pour  la régulation d’une fonction donnée. 

Dès lors, des efforts considérables ont été mis en œuvre pour développer des techniques 

permettant la caractérisation structurale d’HS. Ceci s’est traduit par la publication dans 

l’espace de quelques mois de 4 méthodes différentes de séquençage d’oligosaccharides [265-

268], dont le Tritium End Labelling Sequencing (TELS).  

 

Cette technique, dont un exemple d’application est détaillé Figure 39, implique un marquage 

spécifique de l’oligosaccharide étudié au niveau de son extrémité réductrice, par un traitement 

au NaB[3H]4. Cette première étape est particulièrement importante, car elle permet à la fois la 

détection de l’échantillon (par mesure de la radioactivité) et introduit un cadre de lecture 

nécessaire à l’analyse. L’échantillon marqué est ensuite soumis à une dégradation ménagée 

par l’acide nitreux. Celui-ci va conduire à la génération d’un mélange de fragments 

intermédiaires dont seuls ceux possédant l’extrémité réductrice originale pourront être 

détectés.  
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Figure 39 : Exemple de séquençage d’un hexasaccharide d’HS (RIdp6B) par le TELS 
 
A : l’oligosaccharide à analyser est tout d’abord marqué au niveau de son extrémité réductrice par réduction au 
NaB[3H]4, puis traité à l’acide nitreux en conditions douces (pHNO2) afin de générer un mélange de fragments 
intermédiaires dont seuls ceux possédant l’extrémité réductrice marquée pourront être détectés. 
B : le mélange obtenu est analysé en SAX-HPLC. Dans cet exemple, la détection de 3 pics démontre la présence 
de GlcNS susceptibles à l’acide nitreux en positions 3 et 5 (1). Un traitement de ce mélange par l’IdoAse conduit 
à un déplacement du pic 2B (en 2B’), identifiant le résidu 2 comme étant un IdoA (2). Une digestion par la 
I2Sase provoque un déplacement du pic 4B (vers 4B’), indiquant la présence d’un groupement 2S sur le résidu  4 
(3), résidu correspondant à un IdoA, comme démontré par l’utilisation séquentielle de ces 2 enzymes (I2Sase 
puis IdoAse), qui provoque alors un déplacement supplémentaire du pic 4B (vers 4B’’, 4). En revanche, une 
digestion séquentielle par la I2Sase, l’IdoAse, puis la 6Sase, ne conduit à aucune autre modification du profil 
d’élution, indiquant l’absence de résidus 6S en position 3. 
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L’analyse du nombre et de la taille de ces fragments en SAX-HPLC permet alors d’identifier 

la présence et la position des liaisons GlcNS - HexA sensibles à l’acide nitreux. Par ailleurs, 

ce mélange de fragments peut également être digéré par différentes exoenzymes lysosomales, 

telles que la 2-O-sulfatase (I2Sase, [269]), l’-iduronidase (IdoAse, [270])  ou la glucosamine 

6-O-sulfatase (6Sase, [271]), l’analyse des produits de digestion par SAX-HPLC permettant 

alors d’identifier les résidus internes de l’oligosaccharide étudié.  

 

Grâce à cette méthode, nous avons pu pour la première fois réaliser le séquençage complet 

d’oligosaccharides d’HS et d’héparine, avec des moyens en équipement et matériel de départ 

extrêmement limités (quelques microgrammes d’oligosaccharides purifiés). Le 

développement d’un tel outil répondait donc à la très forte demande de l’époque, de la part 

des milieux scientifiques s’intéressant à l’étude des HS. Cette technique a été par la suite 

reprise par d’autres laboratoires et a permis l’élucidation de motifs structuraux fins impliqués 

dans l’activation de facteurs de croissances de la famille des FGFs [272-273]. 

 

 

4.2 PURIFICATION D’OLIGOSACCHARIDES PAR PAGE 

 

Avec l’avènement de nouvelles techniques de séquençage, un des principaux freins à l’étude 

des HS résidait alors dans l’absence de techniques efficaces de purification 

d’oligosaccharides. Nos travaux, notamment sur l’établissement de banques 

d’oligosaccharides d’HS, nous avaient en effet démontré l’impossibilité de séparer des 

fragments d’HS de structure voisine par les techniques de purification classiquement utilisées 

(chromatographie d’exclusion et HPLC échangeuse d’anions). Ceci constituait une limitation 

importante à toute étude structure/fonction, car nos résultats montraient en parallèle que de 

faibles variations de séquence saccharidique pouvaient conduire à des propriétés 

fonctionnelles très différentes, voire antagonistes (voir paragraphe 2.2.4). Les limites de notre 

protocole de purification sont très bien illustrées par l’analyse en PAGE des échantillons 

RIIdp10s (Figure 40).  

 

Les résultats montrent un niveau d’hétérogénéité conséquent, malgré les efforts fournis lors 

de la préparation de cette banque pour arriver à isoler des oligosaccharides avec un très haut 

degré de pureté. Des pics apparaissant comme simples et bien isolés sur les profils obtenus en 

SAX-HPLC sont en fait constitués d’une voire deux espèces majoritaires, accompagnée de 
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plusieurs contaminants minoritaires. La réalisation de ces contrôles nous a en revanche permis 

de constater les capacités de résolution très intéressantes du PAGE, technique utilisée à des 

fins analytiques au laboratoire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Analyse de la pureté des RIIdp10s 
 
Analyse des RIIdp10s (voir paragraphe 2.2.4) en SAX-HPLC. Pour chacun des oligosaccharides, les fractions 
ont été rassemblées comme indiqué (      ), puis analysées sur gel PAGE (30% acrylamide, voir inserts). 
 

 

Le principe de séparation par SAX-HPLC se base essentiellement sur la densité de charge. Il 

est donc probable que des oligosaccharides co-élués diffèrent par la position d’un ou plusieurs 

groupements sulfate, ou éventuellement la nature des acides uroniques les composant 

(glucuroniques ou iduroniques). Au contraire, la séparation par PAGE se base à la fois sur la 

charge et sur la « forme » de la molécule. Il a été montré que la présence d’acide iduronique 

(pouvant adopter 3 conformations différentes, contre deux pour l’acide glucuronique) 

contribuait à augmenter la flexibilité des HS [274]. Par ailleurs, la distribution des 

groupements sulfate le long d’un oligosaccharide va générer des contraintes stériques et 
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électrostatiques qui vont affecter sa rigidité. Le taux d’épimérisation et le profil de sulfatation 

sont par conséquent deux paramètres qui devraient fortement influencer la migration des 

oligosaccharides sur gel d’acrylamide. SAX-HPLC et PAGE présentent donc des propriétés 

de séparation complémentaires. Sur la base de cette hypothèse, j’ai développé une nouvelle 

méthode de purification d’oligosaccharides, combinant ces deux techniques. D’un point de 

vue pratique, les échantillons purifiés par SAX-HPLC sont déssalés, puis mis à migrer sur gel 

d’acrylamide. Les bandes sont visualisées par coloration à l’Azure A (colorant cationique), 

découpées, et les oligosaccharides sont élués du gel après broyage mécanique, par une 

succession de lavages en PBS, puis repurifiés par SAX-HPLC [275]. Cette  approche nous a 

permis de séparer des hexa-, octa- et décasaccharides d’HS, dans des quantités relativement 

importantes (plusieurs dizaines de microgrammes), avec un degré de pureté jusque là inégalé 

(Figure 41).  
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Figure 41 : Analyse et purification d’oligosaccharides d’HS sur gel d’acrylamide 
 
A : Analyse en PAGE de RIIdp10B1 (voir paragraphe 2.2.4). Les 4 principales sous-espèces sont indiquées par 
les flèches. 
B : Analyse en PAGE des sous-espèces de RIIdp10B1, après purification sur gel d’acrylamide. 
C : Analyse en PAGE RIdp6C, dont les sous-espèces ont été séquencées par le technique du TELS  
 

 

Parmi ces exemples, il est intéressant de noter le cas de l’échantillon RIdp6C (Figure 41C). 

Celui-ci comprend deux oligosaccharides de structure connue (caractérisés par la technique 

TELS, voir paragraphe 4.1), qui ne se différencient que par la position d’un groupement 6-O-
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sulfate. La technique de SAX-HPLC ne permet pas de distinguer ces deux espèces, mais 

celles-ci se démarquent de façon très nette sur gel d’acrylamide. Au regard de l’importance du 

profil de 6-O-sulfatation pour de nombreuses activités biologiques, y compris l’induction de 

la réponse au FGF-2 (voir paragraphe 2.3), ces données démontrent donc clairement le fort 

potentiel du PAGE comme technique de préparation d’oligosaccharides en vue de réaliser des 

études structure/fonction détaillées. 

 

 

4.3 IDENTIFICATION DES DOMAINES D’INTERACTION AUX HS SUR LES PROTEINES : LA 

TECHNIQUE DES « BILLES » 

 

Plus récemment, nous avons développé une technique innovante, permettant la localisation 

des domaines d’interaction à l’héparine et aux HS (HBD), sur les protéines (Figure 42). Le 

principe de cette technique repose sur l’utilisation de billes sur lesquelles sont greffées des 

chaînes d’héparine. La première étape consiste en une activation des groupements 

carboxyliques du polysaccharide (Figure 42, I), par incubation avec de l’N-hydroxy-

sulfosuccinimide (NHS) et du 1-ethyl-3(-3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC). Après 

élimination de l’excès de réactif par lavage des billes (Figure 42, II), celles-ci sont incubées 

avec la protéine d’intérêt. Cette protéine va reconnaître et interagir avec un motif spécifique 

du polysaccharide (représenté dans la Figure 42 par un rectangle rayé), fixation entraînant la 

formation d’un couplage covalent entre les fonctions amines de la protéine et les acides 

carboxyliques activés (sous forme d’esters succinimide) de l’héparine (Figure 42, III). Le 

couplage par EDC/NHS n’introduisant pas de bras espaceur, celui-ci ne peut s’effectuer que 

lorsque la protéine est directement en contact avec le polysaccharide, c’est-à-dire au niveau 

du site d’interaction. Le système bille d’héparine/protéine peut être soumis à une digestion 

protéolytique. Les peptides non impliqués dans l’interaction (non couplés à l’héparine) sont 

libérés et éliminés par lavage des billes, alors que ceux comprenant le site d’interaction 

demeurent retenus sur le polysaccharide (Figure 42, IV). Ces peptides peuvent alors être 

identifiés par séquençage N-terminal, réalisé directement sur les billes (Figure 42, V). 

 

Cette approche a été validée par l’étude de deux protéines pour lesquelles le site d’interaction 

à l’héparine était connu : la chimiokine RANTES et la glycoprotéine d’enveloppe gC du virus 

de la Pseudorage. Les expériences menées sur ces deux protéines, à l’aide de billes d’héparine 
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commerciales, ont abouti à l’identification des domaines d’interaction précédemment 

proposés dans la littérature [237]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Principe de la technique des « billes » pour l’identification des acides aminés 

impliqués dans la fixation aux HS 
 
Les billes d’héparine sont tout d’abord incubées avec les réactifs EDC/NHS (     ), conduisant à une activation 
des groupements carboxyliques du polysaccharide (I). Après élimination des réactifs en excès par lavage des 
billes (II), celles-ci sont incubées avec la protéine d’intérêt qui va venir se fixer sur un motif saccharidique de 
l’héparine (        ). Cette interaction cause la formation de liaisons covalentes entre les amines primaires des 
Lysines de la protéine (       ), et les carboxyles activés du polysaccharide (III).  Après élimination des protéines 
non liées, les billes sont soumises à une digestion à la thermolysine. Les peptides libérés sont éliminés par lavage 
(IV), alors que ceux restant couplés à l’héparine (donc impliqués dans l’interaction) sont identifiés par 
séquençage N-terminal (dégradation d’Edman) réalisé directement sur les billes (V). 
 

 

Lors du développement de la méthode, nous avons pu faire un certain nombre d’observations 

intéressantes. Tout d’abord, dans tous les exemples testés, aucune séquence irrelevante n’a été 

identifiée. Ceci est tout particulièrement important car l’utilisation d’un protocole de couplage 

covalent aurait pu laisser craindre un grand nombre de réactions non-spécifiques. Ceci peut 

s’expliquer par l’absence de bras espaceur, limitant les possibilités de couplage aux régions 

d’interface entre la protéine et le polysaccharide, et par l’étape d’activation par le mélange 

EDC/NHS effectuée seulement sur les billes d’héparine et suivie d’un lavage, afin que la 

protéine d’intérêt ne soit jamais en contact avec les réactifs libres. 
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Nous avons également montré que la stratégie de séquençage utilisée permet une 

identification très aisée des acides aminés directement impliqués dans le couplage. En effet, 

ces acides aminés ne sont pas libérés en solution par la dégradation d’Edman, ce qui conduit à 

un « blanc » dans les profils séquentiels d’analyse en HPLC phase inverse. Grâce à cela, nous 

avons pu observer un couplage de l’héparine sur des résidus Arginines, alors que la formation 

d’esters succinimide ne devrait s’effectuer que sur les amines primaire des protéines (soit le 

groupement -aminé trouvé en N-ter de la séquence protéique, soit les amines en  des 

chaînes latérales des Lysines). A notre connaissance, ce type de réaction n’avait jamais été 

reporté auparavant. Une hypothèse serait que l’environnement particulièrement chargé à 

l’interface protéine/héparine permettrait la réaction de couplage en stabilisant les groupements 

guanidinium de l’Arginine. Les résultats obtenus avec la protéine gC ont montré que cette 

technique permettait aussi de caractériser des HBDs « conformationnel », avec l’identification 

simultanée de deux motifs peptidiques distincts dans la séquence primaire de la protéine. 

Enfin, nos travaux sur la chimiokine RANTES(9-68) nous ont également permis de distinguer 

des sites de haute et de basse affinités, en modulant la concentration de protéine incubée avec 

l’héparine activée. Il est également intéressant de noter que l’utilisation de fortes 

concentrations de chimiokine (10 µM) a conduit à une détection occasionnelle (à une 

fréquence d’environ 40%) d’un coulage au niveau du résidu K33. Ce résidu, qui n’avait 

encore jamais été identifié auparavant, pourrait donc être impliqué dans l’interaction avec les 

HS. A ce sujet, quelques mois après la parution de ces travaux, Shaw et al. publiaient la 

structure par cristallographie aux rayons X d’un complexe de RANTES avec un disaccharide 

d’héparine, structure dans laquelle des contacts sucre/K33 étaient décrits [276]. 

 

Depuis sa mise en place, cette technique a été utilisée avec succès pour la caractérisation des 

HBDs d’un grand nombre de protéines d’intérêt pour le laboratoire, telles que le fragment 

a3LG4/5 de la laminine-5, l’AT-III, Prp, ADAM-12 ou la glycoprotéine d’enveloppe gp120 

du VIH (voir paragraphe 3.1.2.3). Pour cette dernière, nous avons adapté le protocole pour 

une utilisation de l’héparine en solution. Cette alternative est techniquement plus lourde car 

l’absence d’un support solide complique les phases de lavage et nécessite l’ajout d’une étape 

de purification des complexes héparine/peptides (par chromatographie échangeuse d’ions). En 

revanche, elle permet de s’affranchir des billes qui causaient des difficultés pour la réalisation 

du séquençage d’Edman, et offre la possibilité d’utiliser tout une variété de GAGs différents 

pour le couplage, y compris des oligosaccharides de structure définie. 
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5 LE FUTUR : MECANIMES DE REGULATION DE L’EXPRESSION ET DE LA 

STRUCTURE  DES HS ET LEURS CONSEQUENCES FONCTIONNELLES  

 

 

Au cours de ces 10 années passées à l’IBS, j’ai étudié les interactions protéines/GAG suivant 

des approches permettant une étude exhaustive des caractéristiques fonctionnelles, 

structurales et dynamiques de ces interactions in vitro. Ces travaux ont clairement démontré 

leur intérêt et ont fourni des informations précieuses sur le rôle biologique de ces 

polysaccharides, mais également des données structurales pour le développement de 

mimétiques de GAGs en vue d’éventuelles applications thérapeutiques. Cependant, ces 

approches souffrent d’un certain nombre de limitations. Tout d’abord, quelles que soient les 

techniques utilisées, les études d’interaction que nous menons au laboratoire sont réalisées à 

l’aide de préparations d’HS ou d’héparine commerciales (généralement issues de muqueuses 

de porcs), qui ne constituent donc pas le véritable ligand physiologique auquel sont 

confrontées nos protéines d’intérêt. Si l’utilité de ces sources de GAGs, disponibles en grande 

quantité, demeure indiscutable, il est néanmoins improbable que celles-ci nous permettent 

d’étudier des relations structure/fonction à un degré très fin.  

 

Dans ce contexte, le projet de recherche que je me propose de mettre en place durant les 

années à venir vise à donner à nos analyses d’interaction protéines/GAGs une nouvelle 

dimension plus intégrée, en associant à nos approches in vitro une étude des GAGs exprimés 

par des cellules relevantes pour le système biologique étudié. 

 

Cette nouvelle orientation constitue un défi méthodologique important. En effet, du fait de 

leur complexité et de leur diversité, l’analyse structurale des HS cellulaires demeure 

extrêmement complexe à mettre en œuvre et implique l’utilisation de techniques 

biochimiques spécifiques et assez complexes (purification du polysaccharide, 

dépolymérisations spécifiques et caractérisation des produits obtenus…). Ces analyses 

fournissent des données importantes, mais ne permettent généralement pas la détermination 

complète des structures saccharidiques fines présentes. En parallèle, de nombreux laboratoires 

se sont intéressés à l’étude de l’expression des enzymes de biosynthèse des HS, mais les 

résultats obtenus restent souvent difficiles à interpréter en l’absence de données 

compositionnelles sur le polysaccharide. Notre objectif est de coupler ces deux approches, 
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afin d’obtenir des informations structurales beaucoup plus précises sur les HS exprimés par 

les cellules. Cette stratégie est actuellement mise en place dans le cadre de deux projets de 

recherche : l’étude du rôle des GAGs dans les mécanismes de virulence de Pseudomonas 

aeruginosa, et l’analyse des effets de dérivés xylosides sur l’expression et la structure des 

GAGs dans un modèle de derme humain reconstitué.  

 

Enfin, outre l’étude des caractéristiques biochimiques des GAGs cellulaires et des régulations 

de leur voie de biosynthèse, nous nous intéresserons également à un troisième niveau de 

modulation de la structure de ces polysaccharides à la surface cellulaire, à savoir les 

phénomènes de modifications post-synthétiques que subissent les HS, suite à l’action des 

enzymes HSulfs. 

 

 

5.1 ROLE DES HS DANS LES MECANISMES DE VIRULENCE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à gram négatif, très répandue dans l’environnement 

Isolée par Carle Gessard en 1882, elle se caractérise par sa morphologie en bâtonnet d’environ    

1µm de long et sa capacité à produire un pigment de couleur bleue, la pyocyanine, lui ayant 

valu l’appellation de bacille pyocyanique. P. aeruginosa est un pathogène opportuniste de 

l’homme, responsable de nombreuses affections nosocomiales chez les personnes 

immunodéprimées (malades du SIDA, du Cancer, grands brûlés …), et principale cause de 

décès chez les patients atteints de mucoviscidose. Comme beaucoup d’autres bactéries à gram 

négative, l’infection par P. aeruginosa fait intervenir un facteur de virulence majeur de la 

bactérie : le système de sécrétion de type III (SST3) [277-279]. 

 

Le SST3 (Figure 43) est un complexe multi-protéique (plus de 25 protéines différentes 

impliquées) permettant l’injection de toxines directement dans le cytoplasme de l’hôte et 

conduisant à la mort cellulaire. La structure du SST3 comprend : une base, constituée de deux 

ensembles d’anneaux ancrés dans la double membrane bactérienne et d’un cylindre creux 

traversant le périplasme ; une aiguille d’environ 8 nm de diamètre externe (2 nm de diamètre 

interne) pour une longueur pouvant atteindre 50 à 80 nm, formée par la polymérisation en 

hélice d’une petite protéine, PscF [280]. A l’extrémité de cette aiguille se trouve le translocon, 

structure responsable de l’insertion de l’injectisome dans la membrane de l’hôte. Celui-ci est 

constitué de 3 protéines : PcrV, PopB et PopD. PcrV est une protéine de 37 kDa, hydrophile, 
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formant un pentamère à la pointe de l’aiguille du SST3. Comme établi grâce à des souches 

mutantes, la présence de PcrV est nécessaire à la translocation, bien que celle-ci ne soit pas 

insérée dans la membrane [281-283]. Cette protéine jouerait donc un rôle d’adaptateur entre 

l’aiguille et le pore de translocation, celui-ci étant formé par un complexe de protéines PopB 

et PopD. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 43 : Structure du SST3 de Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Les protéines PopB et PopD, de poids moléculaire 42 et 32 kDa, sont des protéines présentant 

respectivement deux et un domaines transmembranaires putatifs [284]. Dans le cytoplasme 

bactérien, celles-ci sont présentes en complexe 1:1 avec leur protéine chaperonne PcrH. Dans 

le cas de PopD, l’interaction avec PcrH s’effectue au niveau de la région N-terminale de la 

protéine et d’une partie de son domaine hydrophobe, conduisant ainsi à l’enfouissement de ce 

dernier dans la chaperonne [284]. Cette interaction permet donc la solubilisation de PopD, sa 

conservation sous forme monomérique et son maintien dans une conformation partiellement 

dépliée favorisant sa sécrétion.  

 

La formation de pores de translocation à la surface des cellules demeure un phénomène 

relativement mal compris et difficile à observer. Cependant des expériences par incubation 

des protéines Pops (en quantité stœchiométrique) avec des liposomes chargés en 

fluorochrome ont permis de mettre en évidence, par microscopie électronique à transmission, 

la formation d’anneaux d’environ 8 nm de diamètre externe (4 nm de diamètre interne) 
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permettant une fuite de fluorescence [282-283]. De façon remarquable, la capacité à former 

un pore fonctionnel est inhérente aux deux protéines. Mais l’utilisation d’un mélange de PopB 

et PopD augmente de manière considérable l’efficacité, indiquant une action en synergie de 

ces deux protéines [282]. La structure précise du pore de translocation demeure cependant 

mal définie. Il reste ainsi à déterminer si celui-ci est formé d’un ou de plusieurs anneaux (2 

anneaux superposés, par exemple), et si ces anneaux sont des homo- ou des hétéro-oligomères 

de Pops.  

 

Les partenaires cellulaires permettant l’insertion du pore dans la membrane de l’hôte sont 

également à identifier. Dans ce cadre, l’utilisation de liposomes de différente nature a 

toutefois permis de montrer un rôle de certains phospholipides, tels que la phosphatidylsérine, 

mais pas d’implication du cholestérol [282].  

 

Par ailleurs, des études ont montré que des souris déficientes pour l’expression de Syndecan-1 

étaient résistantes à l’infection par P. aeruginosa [141]. Le mécanisme impliqué n’est pas 

clairement élucidé. Cependant, il est intéressant de noter que celui-ci est dépendant de la 

partie saccharidique du protéoglycane (et non pas du core protéique) et qu’il ne serait pas 

directement lié à la fixation de la bactérie sur la cellule hôte via les HS. Il a été suggéré que la 

protéase bactérienne LasA induirait le shedding de Syndecan-1 et ainsi la dissémination des 

HS cellulaires dans l’environnement extérieur qui conduirait alors, soit au renforcement des 

facteurs de virulence bactériens, soit à la répression de mécanismes de défense de l’hôte 

[141]. D’autres travaux ont par ailleurs montré que les HS pouvaient interagir avec la protéine 

LcrG, un des constituants du SST3 des Yersiniae [285]. Cependant, le rôle joué par les HS 

dans ce contexte précis demeure également très mal défini. P. aeruginosa possède un SST3 

très proche de celui des Yersiniae. Par analogie, il est donc envisageable que des interactions 

avec les HS puissent avoir lieu dans le cadre du SST3 de P. aeruginosa. 

 

Les travaux de Park et al., s’ils avaient souligné l’importance des HS au cours de l’infection 

par P. aeruginosa, n’avaient cependant pas pu fournir d’éléments précis sur le rôle joué par 

ces polysaccharides. Le modèle in vivo de souris mutantes utilisé ne permettait probablement 

pas l’examen de ce phénomène au niveau moléculaire, mais l’absence de publications plus 

récentes venues étayer ces premières observations ne pouvait que suggérer l’existence de 

mécanismes complexes et atypiques. Dans ce contexte, il semblait intéressant  de se demander 

si les HS ne pourraient pas intervenir indirectement dans l’infection, en promouvant un 
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facteur de virulence de la bactérie, tel que le SST3. Je suis donc entré en contact avec Eric 

Faudry et Ina Attrée de l’équipe BBSI du CEA à Grenoble, spécialisés dans l’étude de ce 

système de sécrétion afin de mettre en place un projet visant à étudier cette hypothèse. 

 

 

5.1.1 Rôle des HS au cours de l’infection par P. aeruginosa. 

 

Afin d'évaluer l'importance des HS pour le fonctionnement du SST3, un modèle d’infection 

de cellules épithéliales A549 en culture a été mis en place. Dans les conditions utilisées (durée 

de l'infection, quantité de bactéries, pré-culture des bactéries en phase exponentielle…), 

l’infection par P. aeruginosa se traduit par un arrondissement des cellules dû à l'injection de 

toxines bactériennes déstabilisant le cytosquelette, via le SST3. Le phénotype « arrondi » est 

donc un marqueur direct de l’action du système de sécrétion. Ainsi, une expérience 

d’infection menée dans les mêmes conditions, avec des bactéries mutantes pour les protéines 

Pops du translocon, ne conduit pas à l’arrondissement des cellules (données non montrées).  

 

Durant ces expériences, les cellules (cultivées en plaques 96 puits) sont observées au 

microscope et les cellules rondes sont dénombrées à 2 et 3 heures post-infection (Figure 44). 

En absence de bactéries, les cellules présentent une morphologie typique (Figure 44A, panel 

1). En présence de bactéries, une majorité de cellules arrondies apparaissent sur les champs 

observés (Figure 44A, panel 2). En revanche, l’élimination des GAGs par un traitement 

préalable des cellules avec 30 mM de chlorate de sodium conduit à une très forte diminution 

(78%) du nombre de cellules arrondies (Figure 44A panel 3, et Figure 44B), indiquant une 

inhibition de l'injection des toxines du SST3. Ces résultats indiquent donc que les GAGs 

jouent un rôle dans l'action in vivo du SST3. 

 

Des résultats très similaires ont également été obtenus avec une autre souche de P. aeruginosa 

(PAO, données non montrées). Par ailleurs, une diminution (à un degré moindre) de l’activité 

du SST3 a aussi pu être observée après traitement enzymatique des cellules aux héparinases et 

chondroïtinases (élimination des GAGs cellulaires) ou suite à l’addition d’héparine exogène 

(compétition avec les GAGs cellulaires). Ces expériences devront néanmoins être répétées 

afin de confirmer les effets observés. 
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Figure 44 : Implication des HS dans l’activité du SST3 de P. aeruginosa 
 
Etude de l’infection de cellules épithéliales A549 par P. aeruginosa (souche CHA) par observation (2h post-
infection, A) et quantification (2h et 3h post-infection, B) du « cell rounding », phénomène dû à une 
déstabilisation du cytosquelette par des toxines bactériennes injectées via le SST3. 
1 : Pas d’infection (ou infection avec une souche SST3 (-). 
2 : Infection par la souche CHA. 
3 : Infection, après élimination des HS (traitement au chlorate). 
Pic : Infection, en présence de Pic (inhibiteurs de protéases) bloquant l’effet du SST3. 
 

 

5.1.2 Analyse de l’interaction des HS avec les protéines du SST3 

 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes attachés à mettre en évidence en BIAcore une 

éventuelle interaction des HS avec les protéines constituant le SST3. Les protéines PscF, 

PcrV, PopB et PopD, produites et purifiées à partir de cultures de P. aeruginosa dans le 

laboratoire BBSI, ont été injectées à une concentration de 100 nM sur une surface d’héparine. 

Les résultats obtenus montrent une absence d’interaction des protéines PscF et PcrV, mais une 

forte fixation des deux protéines Pop au polysaccharide (Figure 45).   
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Figure 45 : Analyse de l’interaction des HS avec les protéines du SST3 
 
Protéines du SST3 injectées à une concentration de 100 nM sur une surface d’héparine. 

 

 

Une fois les partenaires moléculaires identifiés, nous avons cherché à déterminer les 

constantes d’affinité de l’interaction. Pour cela, une série de concentrations des protéines 

PopB et PopD ont été injectées sur la surface d’héparine. Les sensorgrammes obtenus (Figure 

46A) montrent une interaction forte, aboutissant à la formation de complexes très stables (peu 

de dissociation). L’analyse mathématique de ces données a permis de montrer que cette 

interaction suivait un modèle de Langmuir (1:1) et de déterminer un Kd d’environ 40 nM 

pour PopB et de 80 nM pour PopD. Les mêmes expériences ont également été réalisées sur 

des surfaces d’HS et ont fourni des résultats similaires.  

 

Une fois démontrée la capacité des HS et de l’héparine à fixer les protéines Pop du SST3, 

nous avons cherché à étudier la spécificité de cette interaction vis-à-vis d’autres 

glycosaminoglycanes. Pour cela, des expériences de compétition ont été réalisées en pré-

incubant les protéines Pop avec différents types de glycosaminoglycanes, avant de les injecter 

sur la surface d’héparine. Les résultats obtenus montrent une préférence marquée pour les 

glycosaminoglycanes de type HS/Héparine, et une capacité d’interaction à un degré moindre, 

avec des chondroïtines sulfate de type A ou C (Figure 46B).  
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Figure 46 : Analyse de  la dynamique et de la spécificité de l’interaction PopD/HS en 

BIAcore 
 
A : Injection d’une série de concentrations de Pop D (0-500 nM) sur une surface d’héparine. 
B : Injection de PopD (100 nM) en présence de différents types de GAGs (300 nM). 
 

 

5.1.3 Expression et structure des HS au cours de la différenciation des cellules HL-60 

 

Dans le cadre de notre collaboration avec les équipes de I. Attrée et MJ. Rabiet, nous 

disposons d’un modèle cellulaire particulièrement intéressant pour l’étude de l’infection par 

P. aeruginosa. En effet, les cellules pro-myéloïdes HL-60 présentent une grande résistance à 

l’infection par P. aeruginosa, résistance liée à un blocage (ou une inactivité) du SST3. 

Cependant, la différenciation de ces cellules vers les lignées neutrophiles ou 

monocytes/macrophages restaure la sensibilité envers la bactérie. Des travaux préliminaires 

ont par ailleurs indiqué que ces processus de différenciation s’accompagnaient également de 

modifications dans l’expression des HS cellulaires. Notre objectif consiste donc à vérifier s’il 

existe une relation de cause à effet entre ces deux observations, puis à déterminer les 

spécificités structurales des HS exprimés sur les cellules non-différenciées et différenciées, 
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afin de mettre en évidence des motifs particuliers pouvant être associés à la reconnaissance et 

à l’action du SST3. 

 

Les travaux sur la caractérisation des HS exprimés au cours de la différenciation des cellules 

HL-60 ont été initiés. Pour cette étude, nous nous sommes intéressés à la différenciation 

induite au moyen de 2 agents chimiques : le DMSO qui oriente la différenciation vers les 

lignées granulocytes/neutrophiles, et la vitamine D3 conduisant aux lignées de type 

monocytes. Les protocoles de culture cellulaire, de traitement et de suivi de différenciation 

(détection de marqueurs spécifiques par FACS) sont maîtrisés et déjà en place dans le 

laboratoire de nos collaborateurs.  

 

Les premiers résultats obtenus sur ce projet concernent l’approche transcriptionnelle. Des 

extractions d’ARN à partir des cellules non-différenciées et différenciées ont été réalisées. Les 

rendements obtenus sont d’environ 15-50 µg d’ARN purifiés à partir de 30-40x106 cellules, et 

répondent donc aux besoins en matériel nécessaires à la RT-PCR. Les ARN ont donc été 

extraits, purifiés, puis rétro-transcrits en ADNc, aliquotés et congelés. En parallèle, des 

gammes étalon des gènes étudiés on été réalisées. Pour ceci, des amplicons ont été produits 

par PCR classique, quantifiés par mesure d’absorbance, puis utilisés pour effectuer des séries 

de dilutions qui ont été ensuite analysées en PCR en temps réel (système iQ5, Biorad, Figure 

47). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 47 : Gamme étalon réalisée pour le gène de la GAPDH, utilisé comme gène de 

ménage 
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De telles gammes ont été réalisées pour les 3 gènes de ménage sélectionnés (GAPDH, -

Tubuline et ARN18S), ainsi que pour les différents gènes cibles étudiés. Dans un premier 

temps, nous nous sommes attachés à analyser l’expression des 4 membres de la principale 

famille de protéoglycanes à chaînes d’HS sur la surface cellulaires : les Syndécans.  Les 

résultats obtenus (Figure 48) montrent que la différenciation des cellules HL-60 

s’accompagne d’une diminution quasi-totale de l’expression de Syndécan-1 et une 

augmentation des Syndécans-2 et -4, selon les types de différenciation réalisés. Cette 

observation est d’autant plus importante que Syndécan-1 a été associée à la permissivité à P. 

aeruginosa [141]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Expression des Syndécans au cours de la différenciation des HL-60 
 
Expression des gènes des Syndécans 1-4 et du Glypican 3, en fonction du gène de la GAPDH, utilisé comme 
gène de ménage. 
 
 

 

Afin de confirmer une partie des données obtenues en q-PCR sur les syndécans, l’expression 

des Syndécan-1 et -4 à la surface des cellules a été analysée en FACS (Figure 49). Les 

résultats confirment une diminution de l’expression de Syndécan-1 et une augmentation de 

Syndécan-4, lors de la différenciation des cellules à la vitamine D3. 
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Figure 49 : Analyse en FACS de l’expression des Syndécan-1 et -4 à la surface des HL-60 

non différenciées, ou différenciées à la vitamine D3 

 

 

5.1.4 Conclusion et perspectives 

 

La suite à donner à ce projet consiste à poursuivre les analyses transcriptionnelles engagées, 

afin de confirmer les résultats obtenus et d’étendre notre étude à d’autres gènes cibles. Un 

certain nombre de nouveaux gènes ont déjà été sélectionnés, et les gammes étalons ont été 

réalisées. Les travaux portant sur l’autre aspect de ce projet, la caractérisation biochimique 

des GAGs exprimés sur les HL-60, vont être également très prochainement initiés. Pour cela, 

nous souhaitons mettre en place au laboratoire une approche nouvelle, impliquant une 

technique de purification accélérée et des analyses basées sur le marquage fluorescent des 

GAGs purifiés [286-287].  

 

Notre stratégie de recherche, basée sur la combinaison d’analyses transcriptionnelles et 

biochimiques, devrait fournir des informations précieuses sur l’implication des HS dans les 

mécanismes d’action du SST3, un des principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa. 

Alors que la contribution des HS dans les relations Hôte/pathogènes était jusque là limitée à 

un rôle de récepteur d’attachement de faible spécificité, nos travaux devraient mettre à jour un 
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mode d’action inédit de ces polysaccharides durant l’infection bactérienne. Celui-ci pourrait 

constituer un nouveau modèle pour l’étude d’autres pathogènes utilisant des systèmes de 

sécrétion similaires. Par ailleurs, P. aeruginosa pose un problème majeur en santé humaine, 

du fait de sa capacité d’adaptation et de résistance aux antibiotiques. Dans ce contexte, la 

recherche d’approches thérapeutiques alternatives est essentielle, et la clarification d’un 

mécanisme important pour la pathogenèse bactérienne pourrait conduire à la mise en évidence 

de nouvelles cibles thérapeutiques. En parallèle, les informations que nous pourrons obtenir 

sur les HL-60 devraient permettre d’affiner notre connaissance des particularités structurales 

des HS exprimés par les cellules de l’immunité et notre compréhension des mécanismes de 

régulation de la synthèse de ces polysaccharides au cours de la différenciation cellulaire.  

 

Enfin, notre approche qui se base sur l’intégration de données structurales, fonctionnelles et 

d’informations sur les mécanismes régulateurs des voies de biosynthèse, représente une 

stratégie d’étude innovante et dont le champ d’application s’étend au-delà du système 

biologique détaillé dans ce projet. Celui-ci fournit avant tout une base scientifique pour 

l’établissement au laboratoire d’un modèle de référence et de tout un savoir-faire, qui 

pourraient être utilisés pour l’étude d’autres processus cellulaires dans lesquels les HS 

seraient fonctionnellement impliqués (développement, différenciation de cellules souches, 

cancer, inflammation…).  

 

 

5.2 CARACTERISATION STRUCTURALE  DES GLYCOSAMINOGLYCANES DU DERME HUMAIN 

 

Le derme humain est composé de tissus conjonctifs caractérisés par une abondante matrice 

extracellulaire, constituée principalement de protéoglycanes, de fibres de collagène et 

d'élastine, de glycoprotéines de structure et d’eau.  

 

Dans ce tissu particulier, les GAGs jouent un rôle important dans l’architecture et la structure 

de la matrice. La Décorine, par exemple, est un protéoglycane portant une chaîne unique de 

dermatane sulfate, capable d’interagir avec les fibrilles de collagène de type I et jouant ainsi 

un rôle dans la régulation de la taille des faisceaux de collagène. Une autre fonction 

essentielle des GAGs dans le derme est liée à leurs propriétés de rétention d’eau : les GAGs 

peuvent en effet capter un volume d’eau 10 000 fois supérieur à leur taille. Ceci serait à 

l’origine d’une pression de gonflement dans la matrice extracellulaire, permettant ainsi la 
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diffusion rapide de l’eau et des molécules hydrosolubles. Les GAGs seraient donc fortement 

impliqués dans le maintien de l’hydratation de la peau tout comme dans le transport des 

nutriments dans la matrice.  

 

Les principaux GAGs retrouvés au niveau de la peau humaine sont l’acide hyaluronique et les 

dermatanes sulfate (chondroïtine sulfate B). Les chondroïtines 4- et 6- sulfate (chondroïtine 

sulfate A et chondroïtine sulfate C, respectivement) sont également présentes mais en plus 

faible proportion. Des études ont montré que la proportion de GAGs diminuait de façon 

significative en fonction de l’âge. Cet appauvrissement entraînerait une déshydratation du 

derme par un apport moindre en eau et des modifications de l’épaisseur cutanée. De par leurs 

nombreuses fonctions essentielles pour la peau, les GAGs constituent donc une cible 

privilégiée pour les traitements anti-âge. Dans ce contexte, nous avons récemment mis en 

place une collaboration avec L’Oréal, afin d’étudier l’effet d’un principe actif « anti-âge », le 

CX3, sur les GAGs. L’objectif de ce projet est de caractériser les GAGs exprimés dans un 

modèle de derme reconstitué, traité ou non avec le CX3. Pour cela, nous avons décidé 

d’appliquer la double approche décrite dans le paragraphe précédent : purification et analyse 

des GAGs par des techniques biochimiques, et étude au niveau transcriptionnel des profils 

d’expression des enzymes impliquées dans la biosynthèse de ces polysaccharides. Dans le 

cadre de ce projet, j’ai supervisé les travaux d’un chercheur en post-doctorat (Emilie Vassal), 

financé par L’Oréal pour 18 mois au laboratoire. 

 

 

5.2.1 Approche biochimique : purification et caractérisation des GAGs à partir d’un 

modèle de derme reconstitué 

 

Des modèles de derme reconstitué (type « éponge ») fournis par l’Oréal, ont été maintenus à 

37°C dans du milieu de culture (supplémenté en vitamine C ou non) et traité (ou non) avec 

3mM de CX3 (48h). De la glucosamine tritiée (précurseur des GAGs) a alors été ajoutée au 

milieu de culture et les dermes ont été incubés pour 48 heures supplémentaires. A l’issue de 

cette étape de marquage, le milieu de culture (contenant les protéoglycanes excrétés) et les 

dermes (contenant les PG cellulaires et matriciels) ont été récupérés séparément. 

 

Les PGs présents dans le milieu de culture ont pu être directement purifiés par 

chromatographie échangeuse d’ions, alors que les PGs cellulaires et matriciels ont nécessité 
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une phase d’extraction préalable, par traitement à la collagénase, puis solubilisation des 

composants membranaires au triton et à l’urée. La purification des PGs a été réalisée par 

passage des différentes fractions sur une colonne de DEAE-Sephacel, lavage avec un tampon 

contenant 0.3 M de NaCl, puis élution sur un gradient de 0.35-0.75 M NaCl. A l’issue de cette 

étape, les résultats montrent un changement important des profils d’expression des GAGs, 

d’un point de vue quantitatif (Table 4 et Table 5). 

 

Echantillon 3H (cpm) % contrôle 

C-CX3- (contrôle) 1 780 000 100,00 

C+CX3- 1 670 000 93,82 

C-CX3+ 16 200 000 910,11 

C+CX3+ 24 300 000 1365,17 

 

Table 4 : Quantification des PGs purifiés à partir du milieu de culture (en cpm) 
 
Dermes cultivés en présence (C+) ou en absence (C-) de vitamine C, et traités (CX3+) ou non (CX3-) avec le 

CX3. 

 

Echantillon 3H (cpm) % contrôle 

C-CX3- (contrôle) 1 570 000 100,00 

C+CX3- 7 520 000 478,98 

C-CX3+ 1 690 000 107,64 

C+CX3+ 6 810 000 433,75 

 
Table 5 : Quantification des PGs purifiés à partir des dermes reconstitués (en cpm) 
 
Dermes cultivés en présence (C+) ou en absence (C-) de vitamine C, et traités (CX3+) ou non (CX3-) avec le 
CX3. 
 

 

Le traitement des cellules au CX3 conduit en effet à une augmentation d’un facteur 10 et plus 

de l’expression des GAGs sécrétés. En revanche, il ne modifie pas de manière sensible la 

quantité de GAGs associés à la membrane ou à la matrice.  

 

Suite à la purification des PGs, les chaînes de GAGs sont isolées de la partie protéique par 

réduction alcaline, puis soumises à des digestions par des héparinases ou des chondroïtinases, 

afin de déterminer leur nature. Les résultats obtenus montrent également un effet qualitatif du 

dérivé CX3 sur les GAGs sécrétés, avec une disparition des chaînes d’HS, au bénéfice des 

chaînes de CS/DS (Figure 50). 
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Figure 50 : Nature et proportions des chaînes de GAGs isolées à partir du milieu de 

culture 

 

 

Cet effet peut également être observé lorsqu’on analyse la taille des chaînes saccharidiques 

par chromatographie d’exclusion (calibrage réalisé d’après Wasteson et al. [288]) sur colonne 

CL-6B. Ainsi, en absence de traitement, les chaînes de GAGs sécrétées présentent un poids 

moléculaire d’approximativement 35 kDa, alors qu’après traitement, les chaînes produites ont 

un poids moléculaire environ 15 kDa. 

 

Ces analyses (nature et taille des chaînes) restent à effectuer sur les GAGs cellulaires et 

matriciels. Par ailleurs, une étape déterminante de caractérisation consistera à effectuer une 

analyse disaccharidique des polysaccharides purifiés, afin d’évaluer l’effet précis de CX3 sur 

la composition de ces chaînes. Ces travaux sont actuellement en cours. 

 

 

5.2.2 Approche transcriptionnelle : étude de l’expression des protéoglycanes et des 

enzymes de la biosynthèse des GAGs  

 

Un des objectifs également poursuivi dans le cadre de ce projet est de réaliser une étude 

transcriptionnelle des différents protéoglycanes, ainsi que d’enzymes clés de la biosynthèse 

des GAGs. Avant d’effectuer ces expériences sur un modèle cellulaire aussi complexe que 

celui des dermes reconstitués, les longues étapes de mise au point que nécessitent les analyses 

de RT-PCR en temps réel sont actuellement effectuées sur les cellules HL-60, dans le cadre 
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de notre projet sur Pseudomonas aeruginosa (voir paragraphe 5.1.3). En parallèle, nous avons 

mis au point les conditions d’extraction et de purification des ARN à partir des dermes 

reconstitués.  

 

 

5.2.3 Conclusion et perspectives 

 

Les travaux actuellement en cours nous ont permis de montrer que le traitement au xyloside 

CX3 induisait de profonds changements d’expression des GAGs dans notre modèle de derme 

reconstitué, d’un point de vue quantitatif et d’un point de vue qualitatif. La caractérisation 

biochimique des GAGs exprimés dans les différentes conditions étudiées (PGs excrétés ou 

associés à la surface cellulaire, dermes traités ou non à la vitamine C, au xyloside CX3) est en 

cours d’achèvement. Les derniers résultats obtenus (non montrés dans ce manuscrit) montrent 

que le CX3 agit également sur la composition et les profils de sulfatation des GAGs associés à 

la surface cellulaire. Ce résultat est relativement inattendu et extrêmement intéressant. En 

effet, le mode d’action reconnu des composés de type xyloside est de constituer un précurseur 

libre permettant l’initiation et la synthèse de GAGs (préférentiellement de CS), et donc la 

production et l’export de chaînes de GAG non-associées à un core protéique (entraînant donc 

simplement une augmentation de chaînes de CS retrouvées dans le milieu extracellulaire). La 

mise en évidence de modifications structurales à la fois sur les chaînes libres et sur les chaînes 

des protéoglycanes de la surface cellulaire et de la matrice met donc en lumière une nouvelle 

activité du ProX, agissant comme modulateur de la voie de biosynthèse des GAGs. 

 

Etant donné les très étroites relations structure/fonction observées chez ces polysaccharides, 

les modifications structurales induites par le CX3 devraient avoir des conséquences 

fonctionnelles importantes, notamment sur la capacité de ces sucres à interagir avec 

différentes protéines de structure et de signalisation. Dans ce contexte, nous comptons 

effectuer un criblage par la technique du « Filter Binding Assay », de différents facteurs de 

croissance, cytokines ou chimiokines, afin d’identifier des ligands pour lesquels des GAGs 

issus de dermes traités ou non au CX3 présenteraient des capacités d’interaction 

différentielles. 

 

La mise en évidence de changements induits par le CX3 dans le répertoire de ligands 

reconnus par les GAGs devrait contribuer à mieux comprendre les propriétés biologiques de 
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ce xyloside sur le derme humain, et d’envisager de nouvelles applications cosmétiques ou 

thérapeutiques.  

 

 

5.3 ETUDE DE L’ENZYME HSULF ET DE SES EFFETS SUR LA STRUCTURE DES HS 

CELLULAIRES 

 

Les multiples fonctions biologiques des HS sont liées à la présence au sein du polysaccharide 

de régions spécialisées (les domaines S), caractérisées par leur séquence saccharidique et leur 

profil de sulfatation, et contenant l’information structurale nécessaire à la reconnaissance de 

leurs ligands. L’expression de tels motifs est étroitement contrôlée lors de la biosynthèse des 

HS, mais également par l’action d’enzymes de dégradation qui vont venir apporter des 

modifications structurales supplémentaires, directement à la surface cellulaire. Parmi elles, les 

Sulfs constituent une famille de sulfatases récemment identifiée [122-123].  

 

Les Sulfs (2 formes, chez l’homme, HSulf-1 et Hsulf-2) sont des enzymes présentant une 

activité endo-glucosaminyl-6-O-sulfatase. Elles sont exportées à l’extérieur des cellules où 

elles vont exercer leur activité sur les HS de la surface cellulaire et des matrices 

extracellulaires (voir paragraphe 1.3.3.2). De nombreux travaux ont montré qu’en modifiant 

spécifiquement les profils de 6-O- sulfatation au sein des domaines S des HS, les Sulfs 

altèrent de façon profonde leurs propriétés biologiques et leur capacité à moduler l’activité 

d’un grand nombre de facteurs de croissance, de cytokines et de morphogènes [130-131, 289]. 

Cependant, malgré l’intérêt que représentent les Sulfs pour l’ensemble de ces phénomènes, 

ces enzymes demeurent très mal connues.  

 

Dans ce contexte, nous avons initié au laboratoire un projet visant à étudier les enzymes 

HSulf-1 et HSulf-2, afin de définir leurs propriétés structurales et fonctionnelles et de mieux 

comprendre la manière dont elles catalysent les modifications des profils de 6-O-sulfatation 

des HS.  
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5.3.1 Mise en place d’un système d’expression de HSulf-2 en cellules HEK  

 

L’expression de Hsulf recombinante demeure extrêmement complexe à mettre en œuvre. En 

effet, la maturation et/ou l’activité des Sulfs dépendent de modifications post-traductionnelles 

importantes, telles que la transformation d’une cystéine en résidu de formyl-glycine au sein 

du site catalytique, la N-glycosylation, ou la maturation de l’enzyme via des clivages furine-

dépendants. Ceci exclut donc la production de HSulf recombinante en bactérie. Nous avons 

donc mis en place un système d’expression en cellules mammifères de type HEK.  

 

Pour ce faire, le vecteur PcDNA3.1/Myc/His contenant le gène codant pour Hsulf-2 a été 

obtenu auprès du Prof. SD Rosen (UCSF, University of California, USA) et utilisé pour 

transfecter des cellules « Freestyle 293-F cells » (kit d’expression Invitrogen). Ces cellules 

ont été choisies car elles peuvent être cultivées à haute densité, en suspension dans du milieu 

sans sérum. Des expériences de transfection transitoire ont tout d’abord été réalisées et 

l’expression de Hsulf-2 a été mise en évidence par mesure de l’activité enzymatique dans le 

milieu de culture (Figure 51). Le test permettant cette mesure consiste à incuber du milieu 

conditionné avec un substrat non-fluorescent, le 4-MUS, converti en produit fluorescent (4-

MU) par l’activité aryl-sulfatase des Sulfs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Test d’activité aryl sulfatase 
 
A: structure du 4-MUS.  
B. Mesure de fluorescence pour le tampon (buffer), le 4-MUS seul (4-MUS), ou le 4-MUS après incubation avec 
du milieu de culture contenant HSulf-2 (3 heures à 37°C).  
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HS HS traité Hsulf-2

1- HexUA - GlcNAc 22,14 21,36

2- HexUA - GlcNAc,6S 10,06 10,77

3- HexUA - GlcNS 12,65 17,04

4- HexUA - GlcNS,6S 13,08 10,44

5- HexUA,2S - GlcNS 8,81 29,23

6- HexUA,2S - GlcNS,6S 31,92 8,61

7- HexUA,2S - GlcNAc 1,34 2,56

Composition (%)

Après avoir vérifié l’expression de l’enzyme, les cellules ont été sélectionnées par addition de 

géniticine dans le milieu de culture, permettant l’obtention de transfectants stables en 3 

semaines. Au cours de cette période de sélection, la prolifération cellulaire et l’activité 

enzymatique présente dans le milieu de culture ont été suivies. Une fois les transfectants 

stables obtenus, des préparations de milieu conditionné concentré (100X) ont été réalisées 

afin de mener nos études sur l’activité enzymatique. 

  

 

5.3.2 Etude de l’activité enzymatique de HSulf-2  

 

Les préparations enzymatiques ont été utilisées pour désulfater des chaînes d’HS et 

d’héparine (Figure 52). Les résultats obtenus (montrés pour les HS) confirment une 

désulfatation partielle, et essentiellement réalisée au niveau des disaccharides tri-sulfatés 

[UA(2S) – GlcNS(6S)]. L’analyse de chaînes d’héparine digérées dans les mêmes conditions 

a abouti à des résultats très similaires (données non montrées).  

  

Afin de mieux comprendre le processus de désulfatation catalysé par HSulf-2, nous avons 

étudié l’effet de l’enzyme sur un oligosaccharide d’héparine nommé H8, de séquence 

[UA(2S)-GlcNS(6S)]4. H8 présente l’avantage d’être constitué d’une succession de 

disaccharides tri-sulfatés et mime donc les régions internes des domaines S qui sont la cible 

des Sulfs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : Analyse disaccharidique d’HS, avant ou après traitement par HSulf-2 
 
Analyses disaccharidiques réalisées sur 100 µg d’HS (muqueuse de porc), digérés ou non avec 100 µl de milieu 
conditionné 100X contenant HSulf-2 (72h à 37°C). 
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Des digestions partielles de H8 par HSulf-2 ont tout d’abord conduit à l’obtention d’une 

forme mono-désulfatée. De manière surprenante, l’analyse de ce produit par RMN a révélé 

que la perte du groupement sufate était exclusivement localisée à l’extrémité non-réductrice 

de l’oligosaccharide (Figure 53). De plus, les analyses RMN ont également montré qu’une 

digestion plus exhaustive de H8 conduisait à la 6-O-désulfatation totale de l’oligosaccharide 

(données non montrées).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Analyse par RMN de l’octasaccharide H8 traité par Hsulf-2 
 

 

Ces résultats suggèrent l’existence d’un phénomène de processivité dans l’action de l’enzyme, 

mécanisme inédit pour une sulfatase. La poursuite de ces travaux vise donc à vérifier la 

validité de cette hypothèse. Pour cela, nous comptons réaliser des digestions à différents 

temps, afin d’isoler tous les intermédiaires désulfatés possibles (dans le cas de H8, 4 

séquences). Ceux-ci seront alors analysés, grâce à une approche dérivée de notre technique de 

séquençage d’oligosaccharides précédemment publiée (voir paragraphe 4.1 [268]). Cette 

méthode implique un marquage au tritium des oligosaccharides au niveau de leur extrémité 

réductrice, afin de faciliter leur détection et d’introduire un cadre de lecture (Figure 54). Les 

oligosaccharides sont ensuite dépolymérisés par traitement à l’acide nitreux (coupure au 

niveau des glucosamines N-sulfatées) en conditions douces, conduisant à la génération de 

HexuA,2S – GlcNS,6S – IdoA,2S – GlcNS,6S – IdoA,2S – GlcNS,6S – IdoA,2S – GlcNS,6S  

U G 
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fragments intermédiaires dont seuls ceux possédant l’extrémité réductrice originale pourront 

être détectés. L’analyse de ces fragments intermédiaires en HPLC échangeuse d’anion (SAX-

HPLC), avant ou après traitement avec HSulf-2, devrait alors permettre de repérer 

précisément la position ou le groupement sulfate est éliminé.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Stratégie d’étude de l’activité enzymatique des HSulfs 
 

 

5.3.3 Conclusion et perspectives  

 

De par leur implication dans un très grand nombre de processus physiologiques et 

pathologiques, les Sulfs présentent un intérêt évident en recherche fondamentale et appliquée. 

Cependant, l’étude de ces enzymes et de leurs mécanismes d’action demeure extrêmement 

difficile à mettre en œuvre et de ce fait, peu d’informations sont actuellement disponibles, tant 

au niveau structural que fonctionnel.  

 

Dans ce cadre, nos premiers résultats suggèrent l’existence d’un mode d’action original de ces 

enzymes, basé sur un mécanisme de processivité. La suite de ces travaux consistera donc à 

confirmer cette hypothèse et étudier ce phénomène en détail. L’expression de HSulf-1 en 
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cellules HEK a tout récemment été réalisée (dans les mêmes conditions que HSulf-2), afin 

d’étudier cette enzyme et de mettre en évidence d’éventuelles spécificités d’action. Nous 

avons également établi une collaboration avec le Prof T. Dierks (Université de Bielefeld, 

Allemagne), afin d’obtenir certaines formes mutées de l’enzyme. Enfin, une demande de 

financement ANR (ANR JCJC SVSE8, projet « SULF ») a été effectuée cette année sur ce 

projet, proposant le développement de systèmes d’expression plus performants des HSulfs 

(expression en cellules d’insecte), la mise en place d’études structurales (cristallographie aux 

rayons X), et le criblage de chimiothèques en vue d’identifier des inhibiteurs des HSulfs, 

pouvant présenter un intérêt thérapeutique (dans le cadre d’une collaboration avec Caroline 

Barette, CMBA, CEA, Grenoble).  
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6 CONCLUSION GENERALE 

 

 

Il y a 10 ans de cela, je concluais le manuscrit de ma thèse en spéculant qu’au vu des récents 

progrès de la recherche sur les HS, l’identification des motifs saccharidiques spécifiques à 

l’interaction pour un ligand donné (en particulier le FGF-2) était presque à portée de mains. 

Dix ans plus tard, cet objectif semble s’être considérablement éloigné, le concept de 

« séquence unique » est fortement remis en cause, et les relations fines entre structure et 

fonction des HS demeurent plus que jamais un mystère.  

 

Mais si l’élucidation de ces aspects structure/fonction constitue encore un défi d’une extrême 

complexité, la recherche sur les HS a tout de même connu des progrès considérables. Tout 

d’abord, les mécanismes impliqués dans la biosynthèse des GAGs se sont sensiblement 

clarifiés. Les enzymes et isoformes catalysant les différentes réactions d’assemblage et de 

maturation de la chaîne saccharidique sont désormais connues, pour la plupart caractérisées, 

et les efforts portent désormais sur la manière dont ces protéines pourraient s’organiser en 

complexes supra-moléculaires dans le Golgi. Par ailleurs, l’expression de ces enzymes sous 

forme recombinante a également permis des ouvertures vers de nouvelles applications, telles 

que la synthèse chimio-enzymatique d’HS [290-291]. Ces approches innovantes viennent 

épauler les recherches en synthèse chimique totale qui, tout en demeurant encore extrêmement 

difficiles à mettre en œuvre, ont connu de réelles avancées, notamment avec le développement 

de stratégies de synthèse combinatoire [292-294]. Ces aspects pourraient contribuer à 

débloquer prochainement un important verrou méthodologique, car l’accès à des 

oligosaccharides (synthétiques ou semi-synthétiques) de séquences variables et définies 

permettrait d’étudier de façon plus systématique les questions de spécificité dans les relations 

structure/fonction.  

 

Des progrès considérables ont également été effectués dans l’analyse structurale des HS et de 

leurs interactions avec les protéines, progrès principalement dus à l’application en 

glycobiologie de méthodologies empruntées à l’étude des protéines. Ainsi, les techniques de 

modélisation moléculaire, de RMN, de dichroïsme ciruclaire ou de cristallographie aux 

rayons X ont été progressivement adaptées à l’étude des HS et constituent désormais des 

outils de choix pour la caractérisation structurale de complexes protéines/HS [295-297]. La 
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résonance plasmonique de surface, le « thermal shift assay » ou l’ITC fournissent des 

informations supplémentaires sur la dynamique et la stabilité de ces interactions [198, 229, 

298-299]. De nouvelles techniques de séquençage d’oligosaccharides par spectrométrie de 

masse ont été ajoutées à la batterie d’approches « biochimiques » existantes [300]. Enfin, les 

récents développements en matière de « micro-arrays » ouvrent la voie à des approches de 

criblage « haut débit » pour l’identification de nouveaux ligands des HS [293, 301-302]. 

 

Outre une meilleure connaissance des mécanismes fins régissant les propriétés structurales et 

fonctionnelles des HS, les progrès scientifiques réalisés ont également ouvert la voie vers 

l’utilisation d’HS, ou de dérivés d’HS, dans le cadre de nouvelles applications thérapeutiques. 

Ainsi, l’utilisation de telles molécules a été proposée dans le traitement de pathologies aussi 

variées que l’asthme, l’arthrite rhumatoïde, certaines formes de Cancer, de maladies 

inflammatoires ou d’infections, et dans les phénomènes de rejets de greffe [303-305, 306 , 

307-311]. 

 

Cependant, l’émergence de ces nouveaux outils analytiques n’a fait qu’accentuer le 

découplage entre les connaissances acquises sur les interactions HS/protéines in vitro et la 

réalité physiologique. Les préparations d’héparine et d’HS « commerciales » (généralement 

d’origine porcine) qui constituent la source de matériel biologique de la plupart des études, 

n’offrent qu’un éventail restreint de l’infinie diversité structurale que peuvent présenter les 

HS exprimés par un tissu ou une lignée cellulaire donnée. Ces différences prennent d’autant 

plus d’importance qu’un grand nombre de fonctions biologiques importantes ont été associées 

à des motifs saccharidiques « rares » (résidus 3-O-sulfatés ou présentant un groupement NH3+ 

libre). En parallèle, l’étude phénotypique d’animaux (souris, C. elegans, poissons zèbres…) 

KO pour l’expression de certaines de ces enzymes a soulevé de nouvelles questions et pointé 

du doigt l’existence probable de phénomènes de compensation, ou d’adaptation à des HS 

structuralement altérés [101, 193, 312]. Dans ce contexte, seules des analyses fines et 

détaillées des HS issus de matériel physiologiquement relevant pourront fournir de réelles 

informations sur les mécanismes impliqués. 

 

Les projets que j’ai récemment initiés et que je souhaite développer dans les années à venir 

visent à prendre en compte ces considérations et à intégrer mes études structure/fonction dans 

un contexte physiologique. Ainsi, nos travaux sur les cellules HL-60 et sur les GAGs 

exprimés dans le derme humain illustrent très bien les profonds changements structuraux qui 
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peuvent s’opérer suite à l’exposition d’une cellule à un stimulus externe. Ils constituent par 

ailleurs des modèles d’étude pertinents pour la mise en place et le développement de nos 

approches transcriptionnelles et biochimiques pour la caractérisation des GAGs cellulaires. A 

ces travaux viendra s’ajouter un nouveau projet visant à étudier la structure des GAGs au 

cours du processus de tumorisation (Bourse de thèse CIFRE obtenu en Décembre 2010, en 

partenariat avec la Société Lunginnov). Un des objectifs poursuivis dans le cadre de ces 

travaux est la mise en évidence de marqueurs saccharidiques pouvant être associés au stade de 

la progression tumorale. Enfin, l’étude structurale et fonctionnelle des enzymes Sulfs devrait 

fournir de nouvelles indications sur l’importance biologique de ces processus de 

modifications post-synthétiques des HS. Les travaux qui seront réalisés dans le cadre de ces 

projets devraient permettre de mieux appréhender les propriétés structurales et fonctionnelles 

des HS dans le contexte de la cellule. 
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et un poster présenté. 
 
2004 : Manchester (Angleterre) British Society for Matrix Biology Meeting intitulé : “Grappling with the 
Glycome”. Une intervention orale et un poster présenté.  
 
2003 : Parme (Italie) 3rd International Conference on Proteoglycans intitulée: “Pathobiology of 
Proteoglycans”. Un poster présenté. 
 
2003 : Grenoble (France) 12th European Carbohydrate Symposium. Un poster présenté.  
 
2002 : Seillac (France)  6th Jenner Glycobiology and Medicine Symposium . Un poster présenté. 
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2002 : Autrans (France) Euroconférence intitulée : “Advances in Analytical ultracentrifugation and 
hydrodynamics” 
 
2001 : Ambleside (Angleterre), 53rd Harden Conference intitulée “Proteoglycans : message in the matrix”. Un 
poster présenté.  
 
2001 : Autrans (France) Xème Réunion annuelle de la Société Française du Tissu Conjonctif (SFTC). Un 
poster présenté. 
 
1999: Stockholm (Suède), Wenner-Gren Foundation International Symposium intitulé “Heparan Sulphate 
Proteoglycans”. Un intervention orale et deux posters présentés. 
 
1997: Dundee (Ecosse), Conférence de la Biochemical Society sur “The role of glycosylation in biomolecular 
interactions”. 
 
1996: Ghent (Belgique), Conférence jointe des Cell-Matrix Interaction Network et Belgium Society  for Cell 

biology intitulée “Heparan Sulphate Proteoglycans in development and malignancy”. 
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ACTIVITES D’ENCADREMENT 

 

 

Post-doctorat : 

 

- 2010 : Emilie Vassal, (18 mois). Post-doc financé dans le cadre d’un contrat de 

collaboration avec l’Oréal sur la « caractérisation structurale des glycosaminoglycanes du 

derme humain ». Deux publications en commun (en préparation). 

 

Thèse : 

 

- 2008 : Elodie Crublet, (4 ans). Thèse intitulée : « Caractérisation de l'interaction entre la 

glycoprotéine d'enveloppe gp120 du VIH-1 et les héparanes sulfate : importance des 

changements conformationnels induits par la liaison à CD4 », soutenue le 08 Février 2008. 

Co-directeur de thèse. 3 publications en commun. 

 

Stages : 

 

- 2010 : Florian Mallèvre, élève ingénieur/M2, CUST/Université Blaise Pascal, Clermont-

Ferrand, 10 mois.  

- 2009 : Léa Moulin, M2 Université Joseph Fourier, 7 mois. 

- 2009 : Tiffany Witkowski, M1 Université Joseph Fourier, 2 mois. 

- 2008 : Elodie Dutkowski, M1 Université Joseph Fourier, 2 mois. 

- 2007 : Julie Venzal, M1 Université Joseph Fourier, 2 mois. 

- 2006-2007 : Estelle Grabit, BTS, CFP Moirans, 1 an (alternance). Remerciée pour sa 

participation à une publication. 

- 2006 : Julien Perard, M2 Université Joseph Fourier, co-encadrement (7 mois). 

- 2005-2006 : Rémi Pagnucco, BTS, CFP Moirans, 2 ans (alternance). 

- 2005 : Clothilde Manzano, élève ingénieur, CUST, Clermont-Ferrand, 2 mois. 

- 2004 : Géraldine Vélo,   M1 Université Joseph Fourier, 2 mois. 

- 2003 : Elodie Crublet, élève ingénieur/M2, CUST/Université Blaise Pascal, Clermont-

Ferrand, 10 mois. 1 publication en commun durant cette période. 
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- 2002 : Audrey Albertini, M1 Université Joseph Fourier, 2 mois. 

- 1999 : Sarah Goodger, Bsc biochemistry (équivalent M1), University of Manchester, 3 mois. 

Une publication en commun. 

- 1998 : Narinder Dass, Bsc biochemistry (équivalent M1), University of Manchester, 3 mois. 

Remercié pour sa participation à une publication. 
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ACTIVITES D’ENSEIGNEMENT 

 

 

 

- Depuis 2007 : Cours de Glycobiologie (1.5H cours magistral + 1.5H TD), M1 Chimie-

Biologie, module BIO415, UFR de Biologie, UJF, Grenoble. 

 

- Depuis 2006 : Cours de Glycobiologie (2H cours magistral + 3H TD), M1 module ISM 407 

"Outils moléculaires en médecine", Faculté de Pharmacie, UJF, Grenoble. 

 

- 2005 : Cours sur les Chimiokines (2H cours magistral), M2 Recherche Biologie Santé, 

Université de Lille. 

 

- 2004-2005: Cours de Glycobiologie (2H cours magistral), M2 Biotechnologies, Santé et 

Management, Faculté de Pharmacie, UJF, Grenoble. 

 

- 2000 : Cours de Biologie cellulaire (1H30 cours magistral), M2 de Biologie cellulaire et 

Intégrative, UFR Biologie, UJF, Grenoble. 
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DIFFUSION DE LA CULTURE SCIENTIFIQUE 
 

 

- Participation à 8 conférences nationales et 8 conférences internationales. 

 

- Membre du comité d’organisation de la « 6th International Conference on Proteoglycans », 

Aix-les bains, 2009. 

 

- Participation à la fête de la science. Encadrement de groupes de lycéens pour des visites de 

laboratoires et des ateliers pratiques. 

 

- Accueil d’élèves de 3ème dans le cadre de stages « découverte du monde professionnel ». 
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TRANSFERT TECHNOLOGIQUE, RELATIONS INDUSTRIELLES ET VALORISATION 

 
 

Partenariat Laboratoire/Entreprise 

 

- Dans le cadre de notre projet d’étude des glycosaminoglycanes du derme humain, nous 

avons établi une collaboration avec la société l’Oréal ayant permis, entre autre, le financement 

d’un contrat post-doctoral pour 18 mois (2009-2010).  

 

Montant : 130.000 euros. 

 

- Responsable d’une formation auprès de GSK sur les techniques d’analyses disaccharidique 

de GAGs (2010). 

 

Montant : 4000 euros 

 

Brevet 

 

R.R Vivès, Q. Sattentau, C.Vita, and H. Lortat-Jacob : “Composition anti-VIH, procédé de 

fabrication et médicament”. Brevet CNRS-CEA déposé le 19.4.2002 sous le N° 02 04926 

 

 

Contrats de Recherche 

 

 

- 2011 : Obtention d’un financement de thèse CIFRE (Partenariat avec la Société Lunginnov) 

 

- 2008-2011 : ANR MIE (coordinateur MJ. Rabiet) intitulé « Composants de la cellule hôte 

conférant la sensibilité à l’injection de toxines pas le système de sécrétion de type III de 

Pseudomonas aeruginosa ». Participation en tant que partenaire. 

 

Montant : 15600 euros. 
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- 2008-2010 : ANR PCV (Coordinateur S. Fournel-Gigleux) intitulé « Exploration des 

glycosyltransférases impliquées dans la synthèse et l’assemblage des glycosaminoglycanes. 

Impact de la phosphorylation/sulfatation de la chaîne polysaccharidique. Participation en tant 

que partenaire. 

 

Montant : 20000 euros. 
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