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INTRODUCTION.

Plusieurs observations récentes montrent que la spécificité de reconnaissance de
glycoconjugués (oligosaccharides, glycolipides, glycoprotéines) a roles biologiques
dépend en particulier de la sulfatation de certains de leurs oses ou dérivés d’oses

constitutifs.

Ainsi, chez les animaux, la reconnaissance par la L-sélectine LECAM-1 du Rat de
certains de ses ligands (sulfatides, céramides) est conditionnée par la présence d'un
ésidu terminal non réducteur de galactose sulfaté en C3 : -3Galpl-SO5- (1).
De méme, la reconnaissance par la L-sélectine de Souris d’un de ses deux ligands
naturels, GlyCAM-1, qui est une glycoprotéine d’environ 50 kDa, nécessite la
sulfatation de cette glycoprotéine (2). Ces phénomenes de reconnaissance ont un
intérét particulier car ils interviennent dans ’hébergement (ou «homing ») et la

maturation des lymphocytes T dans le thymus ou dans les ganglions lymphatiques.

L’existence, dans des glycoprotéines d’origines variées, d’oses ou de dérivés d’oses
sulfatés a été rapportée a différentes reprises, notamment par Lis et Sharon (3), qui
soulignent l’existence de galactosamine-3sulfate (galactosamine-35037) dans la
thyroglobuline et dans les mucines, de N-acétylgalactosamine-4503~ dans des
hormones pituitaires, de N-acétylglucosamine 6505~ dans la thyroglobuline, de

mannose-4505- et de mannose-6503- dans I'ovalbumine.

C’est cependant chez les végétaux, avec la découverte récente de signaux, les facteurs
de nodulation ou facteurs Nod, d’origine bactérienne (Rhizobium ), qui sont des
glycolipides responsables de J'établissement d’une symbiose spécifique et fonctionnelle
avec la plante-héte (Légumineuse), que l'importance de la sulfatation dans les

phénomenes de reconnaissance a été clairement démontrée et est activement étudiée.




Nous avons ainsi étudié linfluence de la substitution, essentiellement par des
groupes sulfate ou phosphate, des hydroxyles portés en différentes positions (C1, C2,
C3 et C6) du cycle pyranique de divers oses (mannose et glucose) et dérivés d’oses
(mannosamine, glucosamine et N-acétylglucosamine), dont certains entrent dans la
partie oligosaccharidique de facteurs Nod, sur la reconnaissance de lectines de
Légumineuses (LoLI et LoLIl de Lathyrus ochrus, PsA du Pois, LcA de la Lentille et

la ConA de Canavalia ensiformis) glucose/mannose-spécifiques.

Cette étude a été réalisée par deux méthodes complémentaires : d'une part, une
expérimentation classique a l'aide de la technique quantitative d’inhibition de
I'hémagglutination qui a servi a mesurer les affinités des oses et dérivés d'oses
substitués pour ces lectines, et, d’autre part, une approche de modélisation et
d’ancrage moléculaire (ou « docking ») qui a permis d’expliquer, par le calcul et la
visualisation de différents types d’interactions (Van der Waals, liaisons hydrogene,
et électrostatique) entre 1'ose ou le dérivé d’ose et le site de la lectine (de structures
tridimensionnelles connues ou modélisées) et par I'observation d’encombrements

stériques, la spécificité d’action de certains dérivés substitués.







I- Les acteurs de la symbiose Légumineuse-Rhizobium.

1- Les facteurs Nod.

Initialement découverts chez Rhizobium meliloti (4) qui colonise spécifiquement la
Luzerne (Medicago sativa), les facteurs Nod sont des lipo-oligosaccharides, a
caractere fortement amphiphile, qui correspondent a des tétra- (chitotétraoses) ou
pentasaccharides (chitopentaoses) de N-acétylglucosamine liées en $1-4, dont le
résidu de glucosamine non réducteur se lie par son groupe amine porté en C2 du

cycle pyranique & un acide gras mono- ou polyinsaturé.

Les facteurs Nod de Rh. meliloti (5, 6, 7) (Figure 1A) sont constitués dun
enchainement de quatre (NodRm-IV) ou de cing (NodRm-V) unités de glucosamine
liées en Pl-4. Les trois ou quatre unités de glucosamine en partant de l'extrémité
réductrice sont acétylées (N-acétylglucosamine). L'unité de glucosamine située a
l‘extrémité non réductrice est, d’une part, liée & un acide gras insaturé (C16:1 ou
acide palmitoléique, C16:2 ou acide hexadécadienoique, ou C16:3 ou acide
hexadécatriénoique) au niveau de son groupe amine et, d’autre part, peut étre
acétylée (Ac) en C6. De méme, l'unité de N-acétylglucosamine de l'extrémité

réductrice peut étre sulfatée (S) en Cé6.

Selon la nomenclature proposée par Roche et al. (1991} (6), les structures suivantes

ont jusqu'a présent été caractérisées :




Structures Auteurs

NodRm-1V(S)(C16:2) Lerouge ef al. (1990) (4)
Roche et al. (1991} (5)
Schultze et al. (1992) (7)

NodRm-IV(Ac,S)(C16:2) Roche et al. (1991) (5}

NodRm-V(S)(C16:2) Roche et al. (1991) (6)
Schultze et al. (1992} (7)

NodRm-V(Ac,SHC16:2) Roche et al. (1991) (6}
Schultze et al. (1992) (7).

Différents tests, notamment le test Had (abréviation de « Hair deformation ») (9) qui
consiste 4 mesurer Uinfluence de Iinoculation des racines dune Légumineuse par
une souche de Rhizobium homologue (ou, comme dans le cas précis, par les facteurs
Nod correspondants) sur la déformation de ses poils absorbants, réalisés sur la
Luzerne, ont servi a déterminer l'activité des facteurs NodRm.

Les facteurs sulfatés et en particulier NodRm-IV(S)(C16:2) se sont avérés les plus
actifs, 4 des concentrations de 10-10 a 1012 M (4, 5). A des concentrations supérieures
(107 M), ils induisent dans le cortex racinaire la formation de véritables nodosités en
I'absence de bactéries (10). Les autres facteurs NodRm sulfatés ont des activités

beaucoup plus faibles (100 fois moins actifs) et sont moins spécifiques de la Luzerne.

D’autres facteurs Nod ont été isolés d’autres souches de Rhizobium et caractérisés :

- chez Rh. leguminosarum bv. vicieee, dont la plante-hOte est une Vesce (Pois,

Lentille, Feve...), les facteurs Nod ont la méme structure générale (chitotétraoses ou
chitopentaoses) (Figure 1B), mais different des facteurs de Rh. meliloti par quelques

particularités (11) : 1) I'unité de N-acétylglucosamine situde a Vextrémité réductrice
n'est pas sulfatée en C6 ; 2) I'unité de glucosamine de Vextrémité non réductrice est
généralement O-acétylée en C6 ; 3) les acides gras portés par ce méme résidu sont en
C18 et monoinsaturé A1l (C18:1 ou acide vaccénique) ou tétrainsaturé avec trois

doubles liaisons conjuguées A2,4,6,11 (C18:4 ou acide octadécatétraén-2,4,6,11 oique).




Figure 1.

A- Structure des facteurs Nod isolés de Rhizobium meliloti (8).

Ils correspondent a des chitotétraoses (n = 2) ou  des chitopentaoses (n = 3) dont le
résidu de glucosamine situé a l'extrémité non réductrice est, d’une part, lié & un
acide gras insaturé (R2 = C16:1, C16:2 comme dans le cas présent ou C16:3), et peut,
d’autre part, étre acétylé en C6 (R1 = COCH3 ou H).

On note la présence d’un groupe O6-sulfaté sur 'unité de N-acétylglucosamine de

Vextrémité réductrice.

B- Structure des facteurs Nod isolés de Rhizobium leguminosarum bv. viciez (8).

Il s’agit de chitotétraoses (n = 2) ou de chitopentaoses (n = 3) dont le résidu de
glucosamine O6-acétylé situé a lextrémité non réductrice porte un acide gras

insaturé (R3 = C18:1 ou C18:4 comme dans le cas présent).
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Selon la nomenclature de Roche et al. (6), les structures décrites correspondent a :

- NodRIv-IV(C18:1) ;
- NodRIv-IV(C18:4) ;
- NodRlv-V(C18:1) ;
- NodRIv-V(C18:4).

- chez Rhizobium sp. souche NGR234, dont la spécificité d'hote est extrémement
lache (plus de 70 genres de Légumineuses peuvent étre nodulées par cette souche) et
sétend méme a des familles autres que les Légumineuses, les facteurs Nod
correspondent a un ensemble de chitopentaoses diversement substitués (12) :
1) par un groupe carbamyle en C3 ou en C4 de l'unité de glucosamine située a
Vextrémité non réductrice ; 2) par un groupe méthyle sur le groupe amine de ce
méme résidu ; 3) par du 2-O-méthyl-fucose en C6 de l'unité de N-acétylglucosamine
de l'extrémité réductrice, pouvant lui-méme étre substitué par un groupe sulfate en
C3 ou par un groupe acétate en C4 ; 4) par un acide gras insature All (C18:1) ou par
un acide gras saturé (C16 ou acide palmitique) sur le groupe amine de I'unité de
glucosamine de l'extrémité non réductrice.

Dot les structures suivantes :

- NodNGR-V(Carb1,NMe,C18:1}(MeFuc) ;

- NodNGR-V(Carb1,NMe,C18:1)(MeFuc,5) ;

- NodNGR-V(Carb2,NMe,C18:1)(MeFuc,Ac) ;
- NodNGR-V(Carb2 NMe,C18:1)(MeFuc) ;

- NodNGR-V(Carb2,NMe,C18:1)(MeFuc,5) ;

- NodNGR-V(Carb2 NMe,C18:1}(MeFuc,Ac) ;

selon la nomenclature de Roche et al. (6).

_ d’autres facteurs Nod ont été isolés de Bradyrhizobium japonicum (13), de

Rhizobium fredii (14), d’Azorhizobium caulinodans (15) et de Rh. tropici (16).

Les particularités structurales de tous ces facteurs Nod sont indiquées sur la Figure 2.
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Figure 2.

Structure des facteurs Nod de différentes espéces des genres Rhizobium et

apparentés (Azorhizobium et Bradyrhizobiumt) (8).
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B. japonicum H H C18:1 H  2-O-MeFuc

A. caulonidans NH>CO H C18:1 0u C18 Me D-AraouH
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A quelques exceptions prés, qui demandent peut-étre a étre confirmées, la plupart
des facteurs Nod actuellement caractérisés sont sulfatés et la présence d'un groupe
sulfate parait étre un élément important assurant leur reconnaissance par la
plante-héte et leur spécificité d’action (établissement d’une symbiose spécifique et

fonctionnelle entre 'hote et la bactérie).

2- Les lectines.

Parmi les récepteurs végétaux pouvant reconnaitre spécifiquement les facteurs Nod,
les lectines, protéines capables de reconnaitre et de fixer sélectivement les glucides
simples et complexes (17), apparaissent jusqu’a présent étre les plus probables pour
jouer ce role. Plusieurs observations, concernant la spécificité de la symbiose et la

localisation des lectines dans la plante, vont en ce sens :

1) Le Pois (Pisum sativum) et le Tréfle blanc (Trifolium repens) sont deux

Légumineuses appartenant a des tribus différentes (Viciee pour le Pois et Trifoliez
pour le Trefle blanc), qui sont infectées spécifiquement par Rhizobium
leguminosarum bv. viciez pour la premiére et par Rh. leguminosarum bv. trifolii
pour la seconde (18). Cette spécificité d’inoculation est trés stricte et, dans des

conditions naturelles, n’est jamais transgressée.

Diaz et al. (19) ont montré que l'introduction, a aide d’Agrobacterium tumefasciens

utilisé comme vecteur, du géne (Psl) codant pour la lectine de Pois (PsA) chez le
Trefle blanc, entrainait une rupture de cette spécificité d’héte : le Tréfle blanc
pouvait, tout comme le Pois, étre infecté par Rh. leguminosarum bv. viciez.
Cette expérience démontrait sans ambiguité que les lectines intervenaient dans la

spécificité d'hote lors de l'interaction Légumineuse-Rhizobium.

2) Chez de nombreuses Légumineuses, une localisation racinaire des lectines a été
rapportée (20) et, plus récemument, Diaz et al. (21) ont mis en évidence, par des

réactions immunocytochimiques, que chez le Pois, la lectine se trouve a l'extrémité
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des poils absorbants de la zone pilifere des jeunes racines, par lesquels s’effectue

I'infection par les bactéries libres (Rh. leguminosarum bv. viciez) du sol.

Les structures tridimensionnelles de plusieurs lectines et isolectines de
Légumineuses ont été déterminées par radiocristallographie (Tableau 1). Leur étude
montre une forte identité structurale basée sur la présence constante d’éléments

caractéristiques.

Les lectines/isolectines sont constituées d'un monomere de base d’environ 26 kDa,
formé d’une seule (Jectines dites "a une chaine") ou de deux (lectines dites "a deux
chaines") sous-unités appelées sous-unité lourde ou B, de 20 kDa, et sous-unité légere
ou a, de 6 kDa. Ces monomeres s’associent par des liaisons non covalentes en
dimeres de 52 kDa (PsA ou Pisum sativum Agglutinine du Pois, LcA ou Lens
culinaris Agglutinine de la Lentille, Favin de la Feve, LoLl de Lathyrus ochrus

(Gesse)) (Figure 3) ou en tétrameres d’environ 100 kDa (Con A ou Concanavaline A

de Canavalia ensiformis, PNA ou Peanut Agglutinine de I’ Arachide).

Chaque monomére posséde un site de fixation des glucides ou « monosaccharide-
binding site » : les lectines dimériques sont bivalentes (deux sites de fixation), tandis
que les lectines tétramériques sont tétravalentes (quatre sites de fixation).

Les lectines 4 deux chaines sont bivalentes et ne s'observent que dans la tribu des
Viciez (Pois, Lentille, Feve, Gesses). Elles reconnaissent spécifiquement le glucose, le
mannose, et leurs dérivés, et sont dites glucose /mannose-spécifiques (Gle/Man-
spécifiques).

Les lectines & une chaine sont tétravalentes et s'observent dans toutes les aufres
tribus. Elles reconnaissent le plus souvent le galactose, la N-acétylgalactosamine, et
leurs dérivés (lectines Gal/GalNAc-spécifiques), ou le fucose et ses dérivés (lectines
Fuc-spécifiques).

Il existe toutefois des exceptions : la lectine de Sainfoin (Onobrychis viciifolia) et la
Con A sont toutes les deux des lectines a une chaine Gle/ Man-spécifiques. De méme,
la lectine de Lathyrus sphericus (24) et les isolectines de L. nissolin (25) sont des

lectines a une chaine Glc/Man-spécifiques, bien qu'appartenant la tribu des Viciez.
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Figure 3.

Structure tridimensionnelle de la lectine de Pois ou PsA (A) et de Visolectine I de
Lathyrus ochrus ou LoLl (B), modélisées a partir de lewrs coordonnées
cristallographiques (22, 23) par les logiciels Insight et Discover (Biosym
Technologies, San Diego CA, USA) par Rouge et al. et visualisées a Vaide du logiciel
TurboFrodo (Roussel et Cambillau, Marseille).

Ces deux lectines sont des dimeres (52 kDa) résultant de l'association de deux
monomares composés d'une chatne lourde ou p (20 kDa) et d‘une chaine légere ou o
(6 kDa).

Les éléments de structure secondaire de ces lectines correspondent exclusivemeht a
des feuillets P & disposition antiparallele relies par des boucles. Cette disposition
antiparalléle des feuillets est nettement apparente sur la face dorsale plane (« back
face », modeles de gauche) qui est formée de six feuillets. Elle l'est par contre
beaucoup moins sur la face frontale (« front face », modales de droite) formée de sept
feuillets a disposition enroulée.

Chaque monomere présente la forme d’un dome aplati et possede un site de

reconnaissance des monosaccharides situé a Vextrémité du dome et constitué de sept

césidus d’acides aminés portés par quatre boucles convergentes.
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Tableau 1. Structures tridimensionnelles des lectines/isolectines de Légumineuses

obtenues par radiocristallographie.

Lectines Légumineuses Spécificité ~ Résolution (A) Auteurs

Con A Conmlia ensiformis Glc/Man 1,75 Hardman ef al. (1982) (26)
PsA Pois (Pisum satioum ) Glc/Man 3,0 Einspahr ef al. (1986) (23)
Favin Feve Glc/Man 2,8 Reeke & Becker (1986) (27)
LoLI Lathyrus ochrus Glc/Man 1,9 Bourne et al. (1990) (22)
GslV Gesses Fuc 28 Delbaere et al. (1990) (28)
EcoL Erythrina corallodendron.~ Gal/ GalNAc 2,0 Shaanan et al. (1991) (29)
LcA Lentille (Iens culinaris) Glc/Man 2.3 Loris et al. (1993) (30}
PNA Arachide (Arads ) Gal/GalNAc 295 Banerjee et al. (1994) (31)

Depuis quelques années, la résolution par diffraction aux rayons X de complexes
obtenus en co-cristallisant diverses lectines avec des oses, des dérivés d’oses, des
glycannes ou des glycoconjugues complexes (Tableau 2) permet de comprendre, en
terme dinteractions moléculaires, le mécanisme de reconnaissance de glucides

simples ou complexes par les lectines.
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Tableau 2. Complexes lectines-ligands analysés par radiocristallographie a haute

résolution.

Lectines Ligands Auteurs

Con A Man, Glc Derewenda et al. (1989) (32)
LoLl MeMan, Man, Gle Bourne et al. (1990) (33)
Lol.l Trisaccharide Bourne et al. (1990) (34)
GslV Lewis Delbaere et al. (1990) (28}
EcoL Lactose Shaanan ef al. (1991) (29)
LoLI Octasaccharide Bourne et al. (1992) (35)
PsA Trisaccharide Rini et al. (1993) (36)
LoLl Muramyl-dipeptides Bourne et al. (1994) (37)
LoLIl Glycoprotéine Bourne et al. (1994) (38)

L'étude des complexes obtenus avec LoLl et la Con A permet d’expliquer

Vinteraction lectine-ose comme suit :

_ l'ose, qui posséde une conformation de type chaise, s’insére dans une cavité en
forme de fente constituée de sept résidus d’acides aminés (Asp8!, Gly%?, Asn!Z,
Gly209, Ala210, Glu2!! et Phel23) dont les six premiers appartiennent a qﬁatre boucles
différentes mais convergentes : c’est le site de reconnaissance des monosaccharides
(un sur chaque monomere) ;

- le complexe est ensuite stabilisé par un réseau de liaisons hydrogéne qui
établissent entre les atomes d’oxygene O3, O4, O5 et O6 des groupes hydroxyles
portés en C3, C4, C5 et C6 sur le cycle pyranique de Vose et tous les résidus du site, a
I'exception de Phel?? qui est responsable d"une interaction hydrophobe avec le cycle
pyranique (Figure 4).

Ce schéma se retrouve indépendemment de la complexité du glucide qui se lie a la

lectine.
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Figure 4.

Photographie. Interaction de la N-acétylglucosamine avec le site de reconnaissance
de LoLl, réalisée par Rougé et al. par ancrage moléculaire & I'aide du logiciel

TurboFrodo (Roussel et Cambillau, Marseille).

Le site est constitué de sept résidus (Asp8l, Gly??, Phel23, Asnl25, Gly209, Ala210 et
Glu?ll) portés par quatre boucles différentes mais convergentes. Deux résidus
aromatiques (Tyrl® et Trpl?8) situés au voisinage immédiat du site sont également
représentés. Le réseau de liaisons hydrogéne s’établissant entre ce dérivé d’ose et les
résidus du site est symbolisé par des pointillés avec indication des distances
interatomiques. Il se produit en plus une interaction de type hydrophobe entre le

cycle pyranique de I'ose et le résidu Phel23.

Schéma. Interaction entre l'a-méthyl-mannopyranoside (conformation de type

chaise} et le site de reconnaissance de LoLlI (26).

Cette représentation montre que deux résidus du site, Asp8! et Asnl25, interviennent
également dans la fixation du calcium (les lectines sont des métalloprotéines a
calcium et & manganese). La coordinance des deux ions divalents est satisfaite grace
a des molécules d’eau. Ce réseau de liaisons explique l'absence d’interaction des

lectines préalablement démétallisées avec les oses et leurs dérivés.
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Deux autres résidus aromatiques, Tyrl® et Trp!3, situés au voisinage immédiat du
site, peuvent également donner des interactions hydrophobes avec certains ligands,
notamment avec le groupe lactyl de l'acide N-acétylmuramique (MurNAc) ou avec

des muramyl-dipeptides (diastéréoisomeres MDP D-D et MDP L-D) bactériens (37).

Lorsque des glycannes plus complexes (trisaccharides, octa- et dodécasaccharides
biantennés de type N-acétyllactosaminique issus de la lactotransferrine humaine)
interagissent avec la lectine, I'unité de mannose de Fantenne A, liée en a(1->3) au
manche de la fourche, s'insére dans le site, tandis que les deux antennes se plaquent
plus ou moins étroitement sur la surface de la lectine, a proximité du site.
De nombreuses interactions hydrophobes et des liaisons hydrogene médiées par des

molécules d’eau de surface assurent la liaison des deux partenaires (34, 37, 38).

3- La symbiose Légumineuse-Rhizobium.

L’établissement d"une symbiose spécifique et fonctionnelle entre une Légumineuse et
une bactérie fixatrice d’azote du genre Rhizobium revét une importance économique
considérable. Elle permet a la plante-hdte d’utiliser, en plus de l'azote minéral
(nitrates NO3~) qu'’elle puise dans le sol, l'azote de l'air (Ng) pour ses propres
synthéses protéiques. Il s'ensuit des rendements en matiére séche et en azote
protéique plus importants que ceux des autres plantes, qui ont fait trés tot se servir
des Légumineuses comme engrais verts (Tréfle, Luzerne) dans la pratique de
I'assolement. Dailleurs, la plupart des protéagineux (Soja, Pois, Féverole)

appartiennent & cette famille.

Dans la plante-hote, les bactéries, modifiées en bactéroides plus volumineux, sont
hébergées dans des petites nodosités racinaires ou nodules, colorées en rose,
lorsqu’elles sont fonctionnelles (Figure 5), par une hémoglobine (leghémoglobine)
qui régule l'apport d’oxygene & la bactérie. Grace 4 un complexe enzymatique ol
intervient une nitrogénase, 1'azote moléculaire atmosphérique N2 est réduit en ions

ammonium NHgt qui serviront & une synthése d’acides aminés supplémentaires.




Figure 5.

Nodosités d"une racine de Lathyrus ochrus.

Elles se présentent sous forme de petites protubérances, souvent associées en
grappes, colorées en rose lorsqu’elles sont fonctionnelles par une leghémoglobine
qui régule l'apport d’oxygéne aux bactéroides (Rhizobium lequminosarum

bv. viciez dans ce cas) fixateurs d’azote.
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1.a bactérie utilisera ces acides aminés pour ses propres synthéses protéiques, mais le
surplus ainsi produit sera rétrocédé a la plante qui, en contrepartie, fournira a la

bactérie des glucides issus de la photosynthése (Figure 6).

11 existe une étroite spécificité de reconnaissance entre ces bactéries telluriques et le
systéme racinaire des plantes-hotes. Différents groupes de bactéries de genre
Rhizobium ou apparenté (Azorhizobium et Bradyrhizobium), dits d’inoculation

croisée, peuvent suivant le cas infecter une ou plusieurs espéces de Légumineuses

(Tableau 3).

La nature des molécules responsables de cette reconnaissance reste mystérieuse,
mais la découverte récente des facteurs Nod permet de supposer qu’ils pourraient
atre les signaux bactériens reconnus par la plante-hote. L'activation et I'expression de
genes de Rhizobium impliqués dans la synthese des facteurs Nod par des composés

excrétés par la plante-héte laisse sous-entendre l'existence d’un véritable dialogue
chimique dont linteraction lectine-facteur Nod ne serait quun des éléments.
En outre, la localisation de lectines dans des nodules fonctionnels, rapportée par
Kishinevsky et al. (39), suggere qu’elles pourraient aussi jouer un réle morphogene

indispensable 2 la différenciation des tissus du nodule.

4- Les génes de nodulation ou genes nod ().

Ces génes, génes nod ou nol, sont impliqués dans la reconnaissance spécifique de
I'hote, son infection et I'induction de 'organogénese nodulaire. Ils sont situés sur le
mégaplasmide symbiotique pSym qui porte également les genes de fixation de
l'azote, & Vexception des genres Bradyrhizobium et Azorhizobium ot ils sont

chromosomiques.
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Figure 6.

Schéma descriptif du métabolisme nodulaire (8).
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Tableau 3. Spécificité de nodulation des bactéries des genres Rhizobium et

apparentés a I'égard des Légumineuses-hotes (18).

Espéces ou biovars

Plantes-hotes

Rhizobium leguminosarum
bv. viciez

bv. trifolii
bv. phaseoli

Rhizobium meliloti

Rhizobium loti

Rhizobium ciceri
Rhizobium galegee
Rhizobium fredii
Rhizobium sp. NGR234

Bradyrhizobium japonicutm

Bradyrhizobium lupini
Bradyrhizobium parasponiee
Bradyrhizobium sp. (Arachis)
Azorhizobium caulonidans

« Cowpea » Rhizobium

Lathyrus (Gesses)
Lens (Lentille)
Pisum (Pois)

Vicia (Vesses)
Trifolium (Treéfle)
Phaseolus (Haricot)

Melilotus (Mélilot)
Medicago (Luzerne)
Trigonella

Lotus (Lotier)
Anthyllis

Cicera (Pois chiche)
Galega

Glycine (Soja)
Macroptilium

Glycine
Vigna (Niébé)

Lupinus (Lupin)
Parasponia (non Légumineuse)
Arachis (Arachide)

Sesbania

Nombreuses Légumineuses tropicales
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Les genes nod sont subdivisés en deux grands groupes : les génes rod communs ou
n0dABC, identifiés chez toutes les Rhizobiacées, et les génes nod spécifiques,
propres a une ou a plusieurs especes. Les genes nodABC sont structurellement

voisins et organisés en général en un seul opéron polaire de nodA vers nodC.

Les génes nod ne sont pas exprimés de facon constitutive et sont régulés (Figure 7A)
par les génes de régulation nodD (41) selon un mécanisme commun & tous les
Rhizobium : les génes mnodD codent pour des protéines NodD qui sont des
activateurs des génes nod. Le nombre de copies du géne nodD varie selon les
espéces : de un chez Rh. leguminosarum bv. vicieee a trois chez Rh. meliloti.

Les protéines NodD, d'une part, interagiraient directement avec des composés
sécrétés au niveau des exsudats racinaires de la plante-hote, essentiellement des
flavonoides (42), et, d’autre part, se lieraient au DNA par leur extrémité N-terminale
trés conservée (43, 44) au niveau de séquences d’environ quarante paires de bases de
la région promoteur des divers opérons nod, les « nod-box » (45, 46), jouant ainsi le

rdle d’activateurs transcriptionnels. Les flavonoides sont des molécules signal qui
peuvent agir soit comme inducteur, soit comme inhibiteur des génes nodD, selon la
spécificité de la protéine NodD (47, 48).

Linduction est réprimée par des concentrations élevées en ions ammonium (49),

donc il semble que les génes nod aient également pour role de réguler les différents

opérons nod en fonction de la concentration en azote combiné.

Un répresseur de l'induction des genes nod, NolR, a été identifié chez Rh. meliloti
(50) et plus récemment chez d’autres souches des genres Rhizobium et
Bradyrhizobium (51, 52). 11 est capable de se lier au promoteur des genes nodD1 et

nodD?2, diminuant ainsi leur transcription.

Un modéle moléculaire de la régulation des genes nod a été proposé chez

Rh. meliloti (Figure 7B) (53).
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Figure 7,

A- Schéma descriptif de la régulation des génes de nodulation de Rhizobium meliloti

(40) (avec »: nod-box et O : sites de liaison des répresseurs).

Il convient de noter la présence de geénes régulateurs syrM, codant pour des
protéines syrM, qui ont un role analogue a celui des génes nodD1, nodD2 et nodD3,
mais ce sont en plus des activateurs transcriptionnels des génes exo codant pour les
exopolysaccharides EPS1 et EPS2, situés a la surface de la capsule bactérienne, qui

sont impliqués dans le processus d’infection.

B- Modele moléculaire de la régulation des génes nod de Rhizobium meliloti (53)

(avec IM membrane interne, OM membrane externe, nb nod-box et R répresseur).
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En absence de répresseur, la protéine NodD, localisée dans la membrane interne des
Rhizobium, se lie dans sa conformation inactive au DNA au niveau des nod-box,
mais ne peut provoquer ni la fixation de la polymérase, ni l'initialisation de la
transcription. Dans les souches contenant un répresseur, celui-ci se lie au niveau des
sites promoteurs des génes nodD, diminuant fortement leur transcription.
Lorsque linducteur est sécrété par les plantes, il s'accumule au niveau de la
membrane interne et interagit alors avec la protéine NodD. La reconnaissance
spécifique inducteur-protéine NodD induit le changement conformationnel de la
protéine et permet la fixation de la RNA polymérase qui, en compétition avec le

répresseur, conduira  la transcription des opérons nod.
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Il nous a semblé indispensable de consacrer un chapitre théorique important sur la
modélisation moléculaire, discipline a I'heure actuelle encore ésotérique, pour la

bonne compréhension des travaux s’y afférant relatés dans cette these.

II- La modélisation moléculaire et ses méthodes (54).

1- Bases de la modélisation moléculaire (55 a 62).

1a modélisation moléculaire est une récente approche multidisciplinaire en
recherche utilisant linformatique et recouvrant différents domaines de la biologie, la
chimie et la physique.

Elle est devenue un complément utile a I"expérimentation classique.

1.1- Définition.

La modélisation moléculaire est une application de méthodes théoriques et de
méthodes de calcul pour résoudre des problémes impliquant la structure moléculaire
et la réactivité chimique. ”

Elle fait appel & la simulation moléculaire qui consiste en la détermination
numérique de propriétés structurales, énergétiques ou dynamiques, et de grandeurs

de la thermodynamique statistique.

A Torigine, elle se limitait & des représentations manuelles de type DREIDING ou
CPK (Corey, Pauling, Koltun).

Elle requiert désormais l'emploi d’ordinateurs alliant puissance de calcul et
infographie sophistiquée qui permettent d’appliquer cette technique a des molécules

de plus grande taille et aux bio-macromolécules.




1.2- Fondements physiques.

1.2.1- Mécaniques.

Des méthodes théoriques comme la mécanique moléculaire, la mécanique quantique
semi-empirique ou la mécanique quantique ab initio permettent d’évaluer les

propriétés physiques d'une molécule.

1.2.2- Thermodynamiques.

Les molécules de taille intermédiaire, plus flexibles que les petites molécules,
possedent plusieurs états conformationnels de population variable a la température

ambiante ou physiologique pour les molécules d’intérét biologique.

1.3- Méthodologie informatique.

1.3.1- Obtention d’un modéle initial.

Ces modeles peuvent étre :

- construits a partir d’éléments structuraux (atomes, groupements, résidus
nucléotidiques ou peptidiques) sélectionnés dans une biblibthéque de programme ;

- importés intégralement ou partiellement de banques de données (Protein Data
Bank (PDB), Cambridge Structural Data (CSD)...) dans lesquelles sont stockées des
structures établies par radiocristallographie ;

- ¢établis a partir de données expérimentales, c'est-a-dire de résultats de

radiocristallographie ou de résonance magnétique nucléaire (RMIN).

1.3.2- Optimisation de la géométrie.

Cette opération revient a minimiser I'énergie interne du modele par deux grands
types de méthodes :
- soit de mécanique moléculaire, en appliquant sur le modéle initial un champ de

force, et en se servant d’un ou de plusieurs algorithmes de minimisation ;
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- soit de dynamique moléculaire, en simulant en sus les mouvements internes sur des

temps tres courts.

Elle conduit 2 une ou a un ensemble de conformations.

1.3.3- Techniques de graphisme moléculaire.

Elles permettent de représenter sur un écran la structure en 2 ou en 3 dimensions (2D
ou 3D) d’une molécule, de la manipuler (rotations, translations, changement de
conformation, superposition...) de fagon interactive et de l'analyser (calculs de

parametres géomeétriques tels que distances, angles, surfaces accessibles...).

1.4- Configurations informatiques requises.

Les différents types de matériel habituellement utilisés sont des stations Silicon
Graphics, Sun, Apollo, Evans & Sutherland et Vax, ainsi que des PC et Macintosh
haut de gamme, disposant d’un processeur rapide et d'importantes ressources
mémoire. Le systéme d’exploitation dominant est Unix avec une interface graphique

gérée par le protocole de fenétrage X-Windows.

Nos travaux de modélisation ont été réalisés sur deux stations Silicon Graphics - Iris
4D25G et Indigo R3000 - équipées d’écrans de 20 pouces, montées en réseau a partir
d’une unité centrale comprenant un processeur RISC cadencé a 100 MHz, un disque

dur de 1,2 Go et une mémoire vive de 16 Mo. L'interface graphique est ici Open GL.

2- Propriétés moléculaires.

2.1- Structure moléculaire.

2.1.1- Définition.

Une structure moléculaire est un enchainement atomique caractérisé par la nature

des atomes constitutifs, leur ordre et leur mode de liaison, par sa géométrie interne
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(longueurs et angles de liaison, configuration) et par sa conformation en structure

3D.

2.1.2- Aspect énergetique.

Fn considérant une molécule dans son environnement (solvant, membrane,
macromolécule..), I'état d’équilibre du systeme correspond a un minimum

d’enthalpie libre ou énergie libre de Gibbs G:

AG = AH - TAS avec H enthalpie, S entropie et T température absolue.

Cette énergie contient trois termes :

. l'énergie interne de la molécule traduisant des interactions interatomiques
intramoléculaires ;

- I'énergie d’interaction molécule-solvant ;

- énergie du solvant en dehors des zones d’interaction avec le soluté (qui ne sera ici

pas développée).

L’énergie des liaisons simples est élevée, de I'ordre de 400 & 600 kJ.mole .

Pour deux atomes séparés par deux laisons, I'énergie d’interaction ne dépend pas de
la rotation autour des liaisons. Par conire, pour deux atomes séparés par au moins
trois liaisons, elle dépend de la rotation autour des liaisons entre les atomes N - k et
N - (k + 1), pour k allant de 1 & N - 3 et N étant le nombre d’atomes. Les effets de ces

interactions s’exercent dans un domaine de distances de l'ordre de 224 10 A

L'énergie interne moléculaire comporte par conséquent des termes fixes et des
termes variables qui sont fonction des angles de rotation essentiellement autour des
liaisons simples, mais également, dans des cas particuliers, autour de liaisons

doubles (changements de configuration).

Une molécule isolée présente donc généralement plusieurs minima d’énergie
correspondant a plusieurs conformations stables ou conformeéres, le minimum le

plus bas définissant la forme la plus stable.

Les résultats de I'analyse conformationnelle montrent que pour les molécules en

solution la conformation stable se trouve souvent dans le jeu des conformations




stables de la molécule isolée. Les interactions avec le solvant ont surtout pour effet
de modifier les valeurs relatives des énergies minimales ou de déplacer légérement

les positions des minima dans V'espace conformationnel.

On admet donc que les résultats d’un caleul conformationnel sur la molécule isolée
donnent une bonne idée des possibilités conformationnelles de cette molécule et
peuvent conduire dans de nombreux cas A la détermination de la forme la plus stable

ou d’une forme prédominante.

On peut en outre, par une distribution de Boltzmann ou par la méthode de Monte
Carlo, explorer complétement l'espace conformationnel d’une molécule en
examinant les possibilités d’équilibre conformationnel ou faire une analyse
statistique des conforméres. On est également capable de simuler, surtout par
dynamique moléculaire, des effets de solvant a condition de disposer de logiciels

adéquats et d’ordinateurs trés puissants.

Tl existe de nombreuses méthodes (quantiques, semi-empiriques, empiriques) de

calcul de I'énergie interne moléculaire qui seront traitées plus loin (cf. 11-3).

2 7. Mouvements moléculaires.

Une structure moléculaire est animée de différents types de mouvements internes

d’amplitude, de direction et de fréquence trés variables.

52 1- Mouvements de vibration (allongement ou « stretching », et plissement

ou « bending »).

Ils sont d’amplitude limitée (= 0,1 A, et/ou quelques degrés) et de fréquence élevée

(1013 - 1014 Hz).




2 2.2- Mouvements de rotation.

Ils peuvent avoir des amplitudes et des fréquences trés variables (de 1012 - 1011 Hz a
quelques Hz).

Une rotation peut étre partielle ou limitée a quelques degrés (autour d'une liaison
double) ou a quelques dizaines de degrés (autour d’une liaison simple).

Elle peut étre complite, le fragment oscillant alors entre deux et trois positions.

Les conformations correspondantes sont des isomeres de rotation ou rotameres.

2.2.3- Agitation thermique.

Les déplacements des atomes d'une molécule présentant une conformation stable
unigue autour de leur position d’équilibre sont caractérisés par le facteur d’agitation
thermique. L'échelle de temps correspondante est celle des mouvements rapides :

de 10-132 1010,

Fn solution, les mouvements intramoléculaires ont une amplitude plus grande (au
moins dans les parties flexibles de la molécule) et couvrent une échelle de temps
beaucoup plus large. Dans certains cas, I'équilibre conformationnel peut impliquer
deux conforméres nettement différents qui s'échangent avec une vitesse
suffisamment lente pour qu'une méthode spectroscopique (ultraviolets, fluorescence,

RMN...) permette de les distinguer.

3- Représentation de I'énergie interne moléculaire.

Les méthodes quantiques ne sont appropriées que pour des petites molécules ou des

fragments moléculaires d’au plus quelques dizaines d’atomes.

Les méthodes semi-empiriques peuvent étre appliquées a des structures plus

grandes, mais elles sont difficiles d’emploi.
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On utilise donc généralement des méthodes empiriques de représentation de
I'énergie interne moléculaire qui sont a la base des calculs de mécanique moléculaire

et de dynamique moléculaire.

3.1- Méthodes quantiques et semi-empiriques.

L objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer l'énergie et la

distribution électronique sur les orbitales.

L’énergie moléculaire est calculée par I'équation de Schrodinger. Son expression est
au préalable séparée en deux termes par Vapproximation de Born-Oppenheimer qui
suppose que, les noyaux bougeant beaucoup plus lentement que les électrons, ils

peuvent alors 8tre assimilés a des masses fixes.

Cette équation peut étre résolue :

- telle quelle (méthodes ab initio) : on se sert de toutes les orbitales atomiques
occupées a I'état fondamental ;

- en introduisant des approximations (méthodes semi-empiriques) : on prend en

compte uniquement les orbitales de valence.

Pour mieux analyser les interactions entre charges, on peut placer la molécule dans
une "boite" (espace virtuel de forme cubique) et en fixant une sonde (proton) sur
chaque sommet on obtient, par calcul de densité électronique, un potentiel

moléculaire électrostatique.

Certains logiciels permettent aussi de manipuler une courbe d’isopotentiel en
examinant les zones chargées et leur complément moléculaire dans une interaction

récepteur-ligand.

3.2- Méthodes empiriques.

Fn mécanique moléculaire, on considere une structure moléculaire comme étant
composée de billes et de ressorts (forces harmoniques) associés a une série de

fonctions de potentiel.




3.2.1- Définition du champ de force ou « force field » moléculaire.

Le champ de force est un modéle mathématique qui, par un choix approprié des
fonctions de potentiel et des parametres qu’elles contiennent, doit représenter aussi
bien que possible les variations de I'énergie potientielle totale avec la géométrie
moléculaire. Tl est exprimé sous la forme d’une somme de fonctions de potentiel

appelée fonctionnelle d’énergie conformationnelle.

A chacun de ces termes correspond une position d'équilibre préférentielle ; la
recherche de I'énergie minimale se fait donc par optimisation de la géoméirie en
réduisant au maximum les écarts structuraux par rapport a des valeurs de référence

(cf.32.3.1).

Tl n'existe cependant pas encore de modele unique permettant de simuler tous les

aspects du comportement moléculaire, mais un ensemble de modeles.

Le développement de V'expression analytique a 3N variables des champs de force
vers des termes plus complexes et plus précis est limité par la puissance de calcul des

ordinateurs.

3.2.2- Formule empirique du champ de force (63).
On distingue les interactions intramoléculaires entre atomes liés et non-liés.

Efotale = Eyjes + Epon-tiés
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3.2.2.1- Energie d’interaction entre atomes liés.
3.2.2.1.1- Energie de déformation du squelette.

a) élongation des liaisons.

Elles sont faibles, de 'ordre de 0,05 A.

Eb = 1/5 E Kb(b - bg)z

liaisons

avec b longueur de la liaison et Ky, =400 kJ].mol*.A2.

b) distorsion des angles de valence.

Elles sont de ’ordre de quelques degrés.

EG = % E KB(B - 90)2
angle
valence

avec 0 angle de valence et Ky = 40 kJ.mol! deg?.

¢) déformation des angles diedres impropres.

Un angle diédre impropre est défini par trois atomes liés & un quatriéme atome qui
est soit de type sp?, les quatre atomes étant maintenus dans une configuration plane,
soit de type sp? les quatre atomes étant maintenus dans une configuration
tétraédrique.

Cette déformation décrit donc les sorties de plans de certains atomes, non

interprétables par des angles diedres classiques.

E =% % K(G- 5P
digdres
impropres

avec { angle digdre impropre.

3.2.2.1.2- Energie de torsion.

Elle est associée a la rotation autour d’une liaison charniére entre deux plans formeés

par quatre atomes consécutifs définissant ainsi un angle diedre.




E,=% % K1+ cos(ng - &)}

diédres

avec ¢ angle ditdre, K, constante de torsion ou barriere de rotation de I'ordre
de 40 & 70 k].mol-, n périodicité de la rotation (n = 2 si sp? oun = 3 si spd) et &

angle de phase.

La combinaison des fonctions de liaison, d’angle et de torsion d’angle représente le

champ de force de valence.

3.2.2.2- Energie d’interaction entre atomes non-liés.

3.2.2.2 1- Interactions de Van der Waals.

L'énergie correspondante ou fonction de Lennard-Jones est la somme d'un terme
attractif du aux interactions entre dipoles fluctuants appelé attraction de London et
d’un terme répulsif traduisant le recouvrement des nuages électroniques & courte

distance appelé répulsion de Lennard-fones.

va =15 3 K(Dii/riju - Cii/rijﬁ)

paizes
avec r distance interatomique, i et j couple d’atomes et, C et ID constantes.
Cette fonction est la plus souvent employée dans les programmes de modélisation
moléculaire. On peut cependant rencontrer quelques variantes comme les fonctions

de Buckingham ou de Morse ou :

E,,, = % k(r-1p)2.

3.2.22.2- Interactions électrostatiques.

La molécule est décrite par des charges ponctuelles centrées sur les atomes. L'énergie

électrostatique suit la Joi de Coulomb :

E, = T (1/4ns.q;q;/1y) avec € permittivité et q charges ponctuelles.

paires
Les programmes incluent une fonction de coupure ou «switch function» pour
limiter la portée des potentiels de Van der Waals et électrostatique & une certaine
distance appelée r., comprise entre 8 a 10 A afin de diminuer le temps de calcul

pour de grandes molécules.
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3.2.2.2.3- Liaisons ou ponts hydrogene.

Ce sont des interactions d’importance intermédiaire (8 a 20 kJ.mol!) entre un atome
d’hydrogene déficient en électron et un atome de forte densité électronique porteur

d'un doublet libre. Deux fonctions tenant compte de la directivité de la liaison
hydrogene sont utilisées :

- la fonction "10-12" E;, = Aijlrii12 - Bij/rijm

- la fonction "6-12" E;, = A’i;/fiju - Bij/rijﬁ

avec A, A’, B et B’ constantes.

3.2 3 - Paramétrisation.

3.2.3.1- Parameétres de référence.
Les fonctions de potentiel présentées précédemment contiennent de nombreux
paramétres qui sont optimisés a partir de données expérimentales déduites de

I'analyse de composés types (spectroscopie vibrationnelle, cristallographie,

thermodynamique..) ou dans quelques cas déduits de calculs de mécanique

quantique.

3.2.32- Parametres de substitution.

La plupart des banques de données sont trés restreintes.
L’absence de parameétres de référence, en particulier pour les systemes

hétérocycliques, nécessite un choix de paramétres de substitution ou ad hoc.

3.2.4- Un exemple de champ de force, celui utilisé par le logiciel Discover :
Consistent Valence Force Field ou CVFF (64) (Figure 8).
L’expression de I'énergie potentielle totale comprend différentes fonctions dites de

“termes croisés” qui traduisent les phénomenes de couplage des mouvements de

déformation de liaison et des angles de valence, diédres et diédres impropres.
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Figure 8.

Expression mathématique (A) du champ de force CVFF ou « Consistent Valence
Force Field » de Discover, avec illustration des interactions associées aux différentes

fonctions de potentiel (B) (64).

Les termes (1) a (9) représentent le champ de force de valence, dont () 2 ® sont des

"termes croisés”.

) élongation des liaisons ou « stretching ».

(2) distorsion des angles de valence ou « bending ».

3) torsion (déformation des angles diedres).

(@ déformation des angles diédres impropres pour des atomes de type sp3.

) influence de I'élongation d’une liaison sur la suivante..

) influence de la distorsion d’un angle de valence sur le suivant dans le cas de trois
atomes situés dans un méme plan liés & un atome commun.

) influence réciproque de l'élongation d’une liaison sur la distorsion de Fangle de
valence associé ou « stretch-bending ».

® influence de la distorsion de deux angles de valence sur leur angle diédre.

© influence de la déformation d’un angle diédre impropre sur le suivant dans le cas
d’une liaison entre deux atomes de type sp3.

(10) liaisons hydrogéne (fonction "6-12").

(11) interactions électrostatiques.
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3.2.5- Faiblesses des champs de force.

Le principal défaut des champs de force vient de la description des charges
ponctuelles fixes. De plus, le traitement de I'énergie électrostatique est discutable car
on néglige les effets dus aux charges distribuées en volume et I'évolution de cette
distribution en fonction de la conformation. De méme, la polarisation et les effets a

longue portée sont ignorés.

Les autres termes sont d’une approximation satisfaisante.

Il n’y a pas de régles absolues concernant le genre et le nombre de fonctions de
potentiel utilisables, ¢’est pourquoi on rencontre un grand nombre de champs de

force différents en mécanique moléculaire.

4- Minimisation de I’énergie interne moléculaire (65-69).
g

4.1- Stratégie générale.

L’énergie interne est une fonction de 3N variables. Il faut donc minimiser cette
fonction cible F(x) décrivant la surface de l'énergie potentielle, olt x représente
I'ensemble des coordonnées internes de la molécule, par un ou plusieurs algorithmes
ou minimiseurs.

Ceux-ci supposent que cette surface est approximativement harmonique. Méme pour
les surfaces non-harmoniques, allure de la surface devient harmonique s'il y a

convergence vers un minimum.

On doit au préalable définir si le systeme étudié prend en compte ou non les atomes
d’hydrogéne et la sphere de solvatation. On peut en outre introduire des contraintes
et des restrictions pour contrdler et diriger la minimisation, comme dans le cas d'un
ancrage moléculaire enzyme-substrat.

Une telle fonction méne, en général, & un minimum absolu ou global et & un grand

nombre de minima relatifs ou locaux. Il n‘existe pas de méthodes analytiques ou

numériques permettant de déterminer le minimum absolu : les algorithmes




aboutissent dans le meilleur des cas a un minimum relatif de faible énergie et 'on ne
peut qu'espérer que ce minimum ne soit pas trop éloigné en énergie du minimum

absolu.

On distingue les méthodes qui utilisent :
- uniquement la pente de Ia surface (dérivée premiére) : algorithmes d’ordre 1;
- a la fois cette pente et la courbure de la surface (dérivées premiere et secondes) :

algorithmes d’ordre 2.

4.2- Principaux algorithmes.

42.1- Algorithmes d’ordre 1.

On définit une fonction cible 4 deux variables F(x,y) en prenant comme valeurs
initiales de x et y le jeu de coordonnées cartésiennes brutes x0 et yO.

On recherche ensuite son minimum par ajustement itératif des coordonnées le long
d’un axe particulier ; un tel algorithme est dit de recherche de ligne ou « line search »
(Figure 9A). Celle-ci correspond a une minimisation unidimensionnnelle dans une

direction donnée.

La premiére direction (pente) sU est calculée A partir des valeurs respectives des
dérivées partielles dF/0x et oF/dy en x0 et yo. Elles sont proportionnelles aux
coordonnées de sorte que plus on est loin du minimum, plus leurs valeurs sont
grandes. Un minimiseur détermine par conséquent a la fois la direction du minimum
et la distance a parcourir dans cette direction pour atteindre le puits de valeur
minimale.

La minimisation converge quand le gradient g? est nul. La nouvelle direction st est
alors orthogonale & la direction précédente (st = -s0), et ne dépend pas de
Valgorithme. La recherche de ligne permet donc d’extraire toute l'information

énergétique dans une direction avant de passer a la suivante.

On continue ainsi jusqua ce que Iénergie de deux itérations successives soit

constante, le minimum relatif étant alors atteint.
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4.2.1.1- Méthode "de la plus grande pente” ou « steepest descent » (Figure 9A).

La direction suivie est indiquée par l'opposé du gradient d’énergie au point

considéré :

C’est la direction dans laquelle I'énergie diminue le plus vite, du moins localement.

On peut en sus définir un pas o (Figure 9C), c’est-a-dire un changement de variable
ou de coordonnées ou bien un angle de rotation autour d’une laison, et examiner

son influence sur l'énergie.

Puisque cette méthode permet de décroitre rapidement la valeur de la fonction, elle
est habituellement trés efficace pour supprimer les mauvais contacts ou les
principaux problémes stéréochimiques qui existent dans les coordonnées brutes de
structures cristallines ou modélisées, tout en les perturbant trés peu. Mais la
convergence devient faible et trés lente en s’approchant du minimum (phénomenes
oscillants, remontées d’énergie), particuliérement si la surface énergétique possede

des vallées étroites.

4.2.1.2- Gradient conjugué ou « conjugate gradient » (Figure 98B).
La nouvelle direction tient compte du gradient au point considéré mais est
également conjuguée a toutes les directions précédentes :

gitl = _gi+1 + 'Ysi avecy = (gi+1)2/(gi)2_
Il n'y a ainsi pas de perte d’information énergétique.
Le pas est ajusté plus finement a chaque cycle pour obtenir une meilleure diminution
d’énergie.
L'intérét de cet algorithme est d’éviter un comportement oscillatoire autour du
minimum et d’accélerer la convergence. Il se révéle cependant moins efficace que
steepest descent ou méme-inutilisable (pas de convergence) pour des structures qui

présentent beaucoup de mauvais contacts, telles que les structures moyennées sur la

trajectoire d’une dynamique moléculaire.
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Figure 9.

Principe de la minimisation de I’énergie interne moléculaire i I"aide de la recherche

de ligne ou « search-line » utilisée par les algorithmes d’ordre 1.

La fonction décrivant la surface d’énergie potentielle choisie comme exem le,
gl P

F(x,y) = x2 + 5y?, est représentée par des abaques (A et B) (64).

Le gradient de F en un point initial a (xp,y,) donne les composantes du vecteur
directeur de la premiére ligne de recherche (droite b-a-c-d) (A). Les intersections de
cette droite avec les ellipses successivement rencontrées définissent un pas o que l'on
va suivre (F(x",y) = f(ar)) (C) (64) pour déterminer la valeur minimale de F dans cette
direction, qui est ici atteinte au point ¢ pour o = 3. Le gradient s’y annule et va par
conséquent orienter la recherche de ligne dans une seconde direction orthogonale a
la premiére, ce qui est le cas pour la méthode de la plus grande pente ou « steepest
descent » (A). 7‘

Dans la méthode du gradient conjugué ou « conjugate gradient» (B), la nouvelle
direction va étre en sus conjuguée a la précédente, ce qui va permettre de V'affiner et
ainsi de réduire le nombre d’étapes conduisant au minimum.

Dans ces deux cas, I'algorithme va réitérer le processus de convergence jusqu’a ce
que I"énergie de deux étapes successives soit identique, un minimum, le plus souvent

relatif, étant alors atteint.
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F{x",y)
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C’est une méthode de choix pour les structures qui sont trop importantes pour

pouvoir stocker et manipuler une matrice de dérivées secondes.

422~ Algorithmes d’ordre 2 : Newton-Raphson (et méthodes apparentées).

En plus du gradient qui contribue & indiquer une direction, on utilise la courbure de
la fonction pour prédire ot le long du gradient, la fonction va changer de direction

et passer par un minimum (Figure 10).

Pour cela, on a recours a une approximation quadratique de F(x)} par un

développement en série de Taylor limité a "ordre 2.

1) Au point origine G, on a : F(x} = F(G) + Z 9F/0x;.x; + Y T O2F/OX;X. XXy + oo
i ij

2) On pose ensuite : ¢ =F(G) ;b = -VF; A= 62F / ox;x.
L’expression apparait alors sous la forme : F(x) = ¢ - bx - ¥axtAx, qui dérivée donne :

dF =-b + Ax.
3) Au minimum dF =0, d’olt Xy, = ATb.

4) Par conséquent, au point X, on a : Xp-Xj = AL(-dF(xy)

avec A-l inverse de la matrice des dérivées secondes ou matrice hessienne.

Puisque la matrice complete des dérivées secondes définit la courbure de la surface
dans la direction de chaque gradient, la matrice hessienne peut étre multipliée par le
gradient pour obtenir les composanies du vecteur qui mene diréétement au
minimum le plus proche. Théoriquement, ce minimum peut donc étre atteint en une

étape.

Le gros défaut de la méthode Newton-Raphson est que le résultat global peut etre
aussi bien un minimum quun col ou "selle de cheval” de la surface énergétique.
Pour y remédier, certains programmes font appel a quelques étapes de steepest
descent afin de revenir dans une région otr la dérivée seconde de l'énergie par

rapport au vecteur propre est positive. On converge alors vers un vrai minimum.
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Figﬁre 10.

Principe de la minimisation de I'énergie interne moléculaire a 'aide des algorithmes

d’ordre 2 : Newton-Raphson et méthodes apparentées (64).

La fonction F décrivant I'hypersurface énergétique est dans ce cas représentée en 3

dimensions pour visualiser sa courbure.

Le gradient de F au point 1 va indiquer une direction de recherche (1->4) paralléle &
un axe de coordonnées le long de la courbure de la surface que 1’on va suivre a pas
successifs jusqu’a la rencontre de la valeur minimale de F, atteinte ici au point 4.
Les dérivées secondes s’y annulent et changent de signe, et le gradient de E en 4 va
générer une seconde direction de recherche (4->7) orthogonale a la précédente.
Il en va ainsi jusqu'a ce que l'énergie de deux étapes successives soit identique, un

minimum, le plus souvent relatif, étant alors atteint.
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Les désavantages de cette méthode résident dans le fait qu'une matrice hessienne
demande un temps de calcul trés long. Si la structure est loin du minimum, la
minimisation peut devenir instable et conduire a un point encore plus loin du
minimum. C’est le cas quand les forces sont grandes et la courbure de la surface
petite.

Donc Newton-Raphson et les méthodes apparentées sont réservées pour les cas de

convergence rapide avec un minimum bien défini et un écart moyen ou « root mean

square » (rms) inférieur a 0,1 Kcal.mol-1.A-L.

4.1.3- Un exemple d’algorithme : celui du logiciel Discover (64).

Il fait intervenir successivement steepest descent, conjugate gradient, et quasi
Newton-Raphson va09.

Ce dernier est une variante de Newton-Raphson qui consiste a calculer la matrice
hessienne numériquement en utilisant seulement Iinformation des dérivées
premiéres plutdt que I'analyse par les dérivées secondes. L'évaluation de la fonction
d’énergie est plus rapide, mais puisque on garde une matrice hessienne la taille

mémoire demeure une limitation.

5- Méthodes de la dynamique moléculaire (70 a73).

5.1- Objectifs.

Ces méthodes, par la simulation des mouvements intramoléculaires sur une échelle
de temps allant de 10-15 2 10-10's, permettent :

- d’optimiser les structures de fagon plus efficace qu'en mécanique moléculaire afin
d’éviter les minima mulitiples ;

- de décrire thermodynamiquement le systtme étudié (entropie, énergie libre,

chaleur spécifique...).
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5.2- Principes.

En mécanique classique, chaque atome est assimilé a une masse ponctuelle.
I est soumis & des forces dues aux interactions avec les atomes environnants (énergie
interne totale) et a 'agitation thermique (E, = ¥ kpTy par degré de liberté, avec kg
constante de Bolzmann et T; température absolue) qui vont engendrer un

mouvement.

[/évolution spatio-temporelle ou trajectoire des atomes va étre décrite par la

résolution des équations de mouvement de Newton.

NB. : seul le cas d’une dynamique moléculaire a température constante est ici

envisagg.

1) Selon la loi de Newton, au temps t, on a : Fy = ma; = -(dB),  (a=dv/dt =d?r/dt?)
avec F force, m masse, a accélération, v vitesse, r coordonnées et E énergie potentielle
totale.

2) De (), on extrait : 1, = -1/m [l @p).dt2 @.

3) L’intégration de @ se fait par approximation en se servant de l'algorithme de
Verlet qui revient 4 un développement en série de Taylor limité a Pordre 2.

Pour simuler le mouvement, on évalue les nouvelles coordonnées des atomes apres

un court intervalle de temps At.

a) Soit v la vitesse moyenne pendant At, on a alors : r(t + At) = 1(t) + vAt ).

v peut étre approximée par la vitesse exacte au milieu de l'intervalle :
v=r(t+At/2).

b) Soit a I'accélération moyenne pendant l'intervalle -At/2 4 +At/2, ona donc:
v=r(t+A2) =r(t- At/2) + aAt @.

a peut étre approximée comme étant Vaccélération exacte au milieu de
Vintervalle -At/2 a +At/2:a = r"'(t).

¢) On obtient donc finalement : r(t + At = (D) + r'(t - At/2).At + £ (1).AL.

A chaque pas d’une simulation de dynamique moléculaire, on effectue par

conséquent successivement les opérations suivantes :
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_ calcul de Taccélération au temps t par (1) avec une itération sur tous les termes de la
fonctionnelle d’énergie conformationnelle ;
- calcul de la vitesse au temps t + At/2 & partir de sa valeur au temps t - At/2 par @ ;

- mise & jour des coordonnées au temps t + At a partir de leurs valeurs au temps t par

(3).

Les vitesses initiales sont assignées au hasard par une distribution de Maxwell-
Boltzmann.

Le pas At doit étre au moins 10 fois inférieur aux fréquences de vibration les plus
élevées (pour des molécules organiques, ce sont les vibrations de valence C-H a 3600
cm-l) pour que l'on puisse considérer les forces interatomiques comme constantes

sur lintervalle d’intégration. Il est de 'ordre de la femtoseconde (1019 s).

On limite habituellement les temps de simulation a 20-30 picosecondes, soit 20000 a

30000 pas, pour les protéines en raison d'un temps de calcul élevé.

1’énergie totale du systéme doit étre conservée : Eyple = Epotentielle + Fcinetique =
Constante. Si l'énergie potentielle diminue, alors l'énergie cinétique et la
température devraient augmenter. Par conséquent, pour maintenir la température
constante, de I'énergie cinétique (déterminée par simulation 4 300°K ou a 600°K) est
redistribuée en énergie potentielle par des artifices mathématiques qui introduisent

un facteur de relaxation t.

En dynamique moléculaire, on va générer un grand nombre de conformations,
environ 104, au voisinage d’un minimum. Il faut alors minimiser par Newton-

Raphson ou une méthode apparentée celles dont les énergies sont les plus basses.

5.3- Avantages.

La dynamique moléculaire permet :
- d’obtenir des conformations qui dépendent moins de la structure initiale que par

mécanique moléculaire ;
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- de franchir des maxima d’énergie et d’explorer d’autres conformations stables,
mais cette recherche est limitée par le temps de simulation ;
- d’étudier des propriétés dépendantes du temps comme la diffusion et le repliement

moléculaire.

6- Principaux logiciels de modélisation moléculaire :

caractéristiques et applications (Tableau 4).

MECANIQUE MOLECULAIRE ET DYNAMIQUE MOLECULAIRE

Logiciels Champs de force (auteurs et dates) Applications
BIOGRAF DREIDING-II (Goddard, 1990) Peptides, protéines et acides nucléiques
INSIGHT/ CVFF (Hagler, 1985} Peptides, protéines et acides nucléiques
DISCOVER
MACROMODEL | AMBER (Kollman, 1981) Peptides, protéines et acides nucléiques
MODEL MM2 (Allinger, 1976] Hydrocarbones
Fonctions simples avec hétéroatomes
QUANTA CHARMM (Karplus, 1983) Produits organiques et biologiques,
macromolécules

Interactions entre petites molécules et
macromolécules (ancrage moléculaire)

Polyméres et matériaux

SYBYL MAXIMIN?2 (Clark, 1988} Produits organiques et biologiques

MECANIQUE QUANTIQUE SEMI-EMPIRIQUE

Logiciels Programmes Applications
AMPAC AM1 Réactions chimiques et états de
MNDO fransition
MINDO/3 Parametres de ch?mps de for.ce : charge
atomique et barriére de rotation
MOPAC AM1 Réactions chimiques impliquant des
MNDO molécules, des ions et des polymeres
linéaires

MINDO
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1- Oses et dérivés d’oses substitués utilisés.

Vingt-huit oses et dérivés d’oses diversement substitués - le glucose et ses dérivés, la
glucosamine et la N-acétylglucosamine, et le mannose et son dérivé, la
mannosamine, mono- ou di- phosphorylés ou sulfatés, ou O-méthylés - de
provenance commerciale (Sigma Chemical Co., USA), ont été utilisés. Le galactose et
ses dérivés, la galactosamine et la N-acétylgalactosamine, pour lesquels les lectines

étudides n’ont aucune affinité, ont été choisis comme témoins négatifs (Tableau 5).

7. Isolement des lectines et des isolectines.

Les cinq lectines et isolectines de Légumineuses utilisées - les isolectines LoLl et
LoLIl de Lathyrus ochrus, PsA du Pois, LcA de la Lentille et la Con A de Canavalia

ensiformis - sont toutes Glc/Man-spécifiques.

Elles ont été isolées et purifiées par chromatographie d’affinité sur gel de Sephadex
(G100 (Pharmacia), a Uexception de la Con A qui est ici de provenance commerciale
(Sigma Chemical Co., Paris). Ce support, constitué de dextran - polymere de glucose
liés en a(l->6), fixe par ses résidus terminaux les lectines Glc/Man-spécifiques,
excluant donc les autres protéines. Il suffit d’ajouter un exces de glucose-au tampon
d’élution pour recueillir les lectines préalablement retenues (74). Le protocole

d’isolement est le méme pour toutes ces lectines.

Deux cent cinquante grammes (250 g) de farine de graines sont mises & macérer dans
un excés (1 litre) de tampon Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM (pH 7,6) (TBS) pendant
une nuit 3 4°C. Le surnageant est récupéré par centrifugation (5000 g, 20 min), les
débris insolubles étant éliminés. Il est ensuite amené a 90% de saturation en
(NHy),SOy4, puis maintenu sous agitation a 4°C durant 4 h. Les protéines précipitées,
récupérées par centrifugation (20000 g, 30 min), sont reprises par un minimum de
tampon TBS, puis dialysées contre da TBS durant 48 h. Aprés centrifugation, le
surnageant est filtré sur une colonne (70 x 5 cm) de Sephadex G100 équilibré en

tampon TBS. Les protéines non retenues sont éludes, puis les lectines retenues sont
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Oses et dérivés d’oses

Formule (forme chaise)

Oses et dérivés d’oses substitués

Mannose

Mannosamine

Glucose

Glucosamine

N-acétylglucosamine
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a-méthyl-mannopyranoside
Mannose-1PO3"
Mannose-6PO3”
Mannose-6503"

a-méthyl-glucopyranoside
Glucose-1PO3"
Glucose-6PO3"
Glucose-1,6diPO3~
Glucose-6503"

Glucosamine-1PO3”
Glucosamine-6PO3”
Glucosamine-2503"
Glucosamine-3503~
Glucosamine-6503"
Glucosamine-2,3diSO3”
Glucosamine-2,6diSO3”

N-acétylglucosamine-1PO3”
N-acétylglucosamine-6P03”
N-acétylglucosamine-3503~
N-acétylglucosamine-6503~
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précipitées par ajout de (NHg);504 a 90% de saturation et le précipité, récupéré par
centrifugation (20000 g, 30 min), est repris par un minimum d’eau distillée, puis
dialysé contre de l'eau distillée durant 48 heures et ensuite lyophilisé.

Les rendements sont de Iordre de 300 2 400 mg de lectine purifiée par kg de graines.

Les deux isolectines LoLl et LoLIl sont séparées par chromatofocalisation sur une
colonne de PBE 94 (Pharmacia), en utilisant un gradient de pH compris entre 84 et
5,0.

Trente milligrammes (30 mg) de lectine totale en solution dans 2 ml d’eau distillée
sont filtrés sur une colonne (30 x 1 cm) de PBE 96 (Pharmacia) équilibré a pH 3,9 par
un tampon Tris-HCl de pH 8,4. L'élution est assurée par un mélange (30/70, v/v) de
Polybuffers 96 et 94 dilué au 1/ 108me et ajusté a pH 5,0 avec de lacide acétique
1,0 M, a un débit de 30 ml.min-!. On réalise ainsi un gradient de pH compris entre 8,4
et 5,0 par Iintermédiaire duquel les isolectines LoLI (18T pic d’élution, pH 7,2) et
LoLIl (2éme pic d’élution, pH 6,0) sont parfaitement séparées. Les fractions
correspondant aux deux pics d’élution sont amenées & 90% de saturation en
(NHg),S04, puis agitées pendant une nuit a 4°C. Les isolectines précipitées,
récupérées par centrifugation (20000 g, 30 min), sont redissoutes dans 5 ml d’eau
distillée, puis dialysées contre de I'eau distillée durant 48 h. Aprés centrifugation

(20000 g, 30 min, 4°C), les surnageants recueillis sont lyophilisés.

La pureté des préparations de lectines et d’isolectines a été vérifiée par
électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) a
l'aide du PhastSystem (Pharmacia), en utilisant des gels a 20% d’acrylamide.
Les lectines/isolectines a deux chaines (LoLlI, LoLII, PsA et LcA) montrent les deux
types de sous-unités (chaines Jourdes ou P et chaines légéres ou o) associées a de

petites quantités de précurseur (chaines o + B non dissociées).




58
3- Techniques d’hémagglutination.

La technique quantitative d'inhibition de 'hémagglutination d’hématies humaines a
é6té utilisée pour étudier l'affinité des oses et de leurs dérivés, substitués ou non,

vis-2-vis du site de reconnaissance des lectines et isolectines.

3.1- Hémagglutination quantitative.

L’activité hémagglutinante des solutions de lectines a été mesurée par la technique
d’hémagglutination en godets (micro-plaques OMS de 96 godets 4 fond en U, Flow
Laboratories).

La solution 2 titrer (lectine 2 1 mg.ml! dans du tampon phosphate 50 mM (pH 7,4)
(PBS)) est diluée selon une progression géométrique de raison 2 dans du PBS et
distribuée sous un volume de 25 ul dans chaque godet. On y ajoute 25 pul d'une
suspension d’hématies humaines (préalablement lavées trois fois dans du PBS)
O Rh+ a 1% (v/v) dans du tampon PBS et, apres agitation, la micro-plaque est
abandonnée a température ambiante. L'hémagglutination est lue (hémagglutination

en voile franc) au bout de 2 h puis, pour contrdle, 12 h plus tard.

[’activité hémagglutinante est exprimée par le titre d’hémagglutination, en unités
hémagglutinantes (UH), qui est I'inverse de la dilution la plus élevée donnant encore
une hémagglutination en voile franc. Les résultats correspondent a la moyenne de
deux titrages indépendants, effectués dans les mémes conditions et avec les mémes

hématies.

2- Inhibition de 'hémagglutination.

I/activité inhibitrice des oses et des dérivés d’oses & l'égard des lectines a été
mesurée par la technique de linhibition de l'hémagglutination ou « hapten-

inhibition technic ».

Les 12 godets d’une méme rangée recoivent 25 pl d'une solution d’ose ou de dérivé

d’ose de concentration connue (mM) diluée suivant une progression géométrique de
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raison 2 dans du tampon PBS. On y ajoute 25 pl de la solution de lectine a analyser,
diluée de facon a correspondre a 4 UH (1 UH correspond au titre de la solution de
Jectine déterminé par hémagglutination quantitative, 4 UH correspondent par
conséquent a la dilution située 2 godets avant), puis on agite et on laisse reposer a
température ambiante durant 30 min. On ajoute ensuite 25 pl d'une suspension
d’hématies humaines (préalablement lavées trois fois dans du PBS) O Rh+ 4 1% (v/v)
dans du tampon PBS et, aprés agitation, la micro-plaque est abandonnée a
température ambiante. La lecture se fait au bout de 2 h et, pour controle, 12 h plus

tard.

L’activité inhibitrice est exprimée par la concentration {mM) la plus basse d’ose ou
de dérivé d‘ose pour laquelle I'hémagglutination demeure complétement inhibée.
Pour le calcul des concentrations, on tient compte de la dilution au 1/3 qui résulte
des ajouts de la solution de lectine et de la suspension d’hématies. Tous les résultats
correspondent a la moyenne de deux déterminations indépendantes effectuées dans

des conditions identiques.

4- Modélisation moléculaire.

La modélisation moléculaire proprement dite de protéines de structure
tridimensionnelle  inconnue requiert généralement plusieurs opérations

préliminaires.

4.1- Alignement et comparaison des séquences.

Tls ont été réalisés par lintermédiaire du logiciel lalign (PIR-NBRF, Washington,
USA) sur une station MicroVax 3100.

Quand on compare deux séquences, afin d’obtenir le maximum d’identité, on est
amené 4 décaler l'une des séquences par rapport a 'autre ; on introduit ainsi des

blancs ou « gaps » qui correspondent souvent au niveau génétique & des insertions
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ou des délétions d’acides aminés. Ils se traduisent par des pénalités dans le score
d’identité (résidus identiques aux mémes positions) ou d’homologie (résidus de

structure ou de role voisins aux mémes positions).

Pour y pallier, ce programme fait appel 4 la matrice de Dayhoff (75) qui prend en
compte la fréquence statistique de remplacement d'un acide aminé par un autre dans
un groupe de protéines apparentées au cours de l'évolution pour opérer une
substitution. Il s‘appuie pour cela sur des arbres phylogénétiques construits a partir
de protéines fossiles, pour déduire de la distance génétique entre deux séquences
(exprimée en unités PAM ou Point Accepted Mutation = nombre de mutations sur

100 résidus acceptées en 108 années) le temps évolutif.

Les valeurs standards (biais = 6 et pénalité = 6) ont été employées pour la création

des gaps et leur extension, et la matrice de Dayhoff a été paramétrée a 500 PAMs.

4 2- Profils hydropathiques.

Les méthodes utilisées pour prédire l'emplacement des régions exposées -
correspondant a des épitopes ou déterminants antigéniques possibles - a la surface
des chaines polypeptidiques, sont basées sur le caractere hydrophile ou hydrophobe

des acides aminés constitutifs.
Elles reposent sur des algorithmes qui opérent de la maniere suivante :

1) On affecte & chacun des 20 acides aminés protéiques un paramétre dont la valeur

est directement ou indirectement liée & son caractere hydrophile ou hydrophobe.

2) Pour chaque acide aminé i d"une chaine polypeptidique de longueur L, on calcule
une valeur moyenne de ’hydrophilie surn résidus soit :

- & partir de celles des acides aminés i - [(n - 1)/2], situés en amont - du coté
N-terminal de la chaine - a i + [(n - 1)/2}, situés en aval - du coté C-terminal - de
I'acide aminé considéré (n = 7, 9, 11 ou 13). Le calcul débute par conséquent au
niveau de Vacide aminé numéro [(n - 1)/2] de la chaine et s’arréte a 'acide aminé

L-(n-1)/2. Les valeurs des (n - 1)/2 premiers et des (n - 1)/2 derniers acides aminés
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ne sont donc pas calculées. Des artifices mathématiques permettent toutefois de les

déterminer. C’est la méthode de Kyte et Doolittle (76).

- sur celles des acides aminésiai+(n-1)(6<n<13);cestla méthode d'Hopp et de

Woods (77).

Ces deux méthodes se distinguent également entre elles par I'origine et la valeur des

parametres d’hydrophilie/ hydrophobie.

3) Chacune de ces valeurs moyennes est reportee sur un graphique ou figurent en
abscisses la séquence des acides aminés de la chaine polypeptidique et en ordonnées
les valeurs d’hydrophilie/hydrophobie correspondantes. On obtient ainsi un profil
hydropathique qui se traduit par des pics plus ou moins prononcés et étendus, situes
au-dessus ou en-dessous d’une droite représentant la valeur moyenne calculée de
I'hydrophilie, définissant ainsi respectivement les régions exposées (en surface) et

incluses (enfouies) de la protéine.

Les profils hydropathiques ont éte établis par ces deux méthodes, en prenant n = 11,

a I'aide du logiciel DNA Strider (Gif-sur-Yvette) sur Macintosh LC.

4.3- Profils HCA ou « Hydrophobic Cluster Analysis » (78).

Dans cette méthode, les séquences protéiques sont représentées en deux dimensions
par projection de leur structure 3D sur un plan et on recherche les amas ou
« clusters » constitués par des résidus hydrophobes contigus. En fonction de la taille
ot surtout de la forme de ces clusters, il est possible de prédire l'emplacement des
principaux éléments de structure secondaire : les hélices o et les feuillets B (79). Les
coudes et les boucles correspondent pour leur part a des zones ot prédominent les
résidus hydrophiles et flexibles.

Cette méthode permet également de reconnaitre et de délimiter les régions
structuralement conservées (RSCs) lorsqu’on compare deux séquences protéiques et
a ainsi été utilisée pour préparer le travail de modélisation proprement dite de
lectines de structures inconnues (LcicL. de Lathyrus cicera et LniLIl isolectine Il de

L. nissolia).
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Les profils HCA ont été établis grace au logiciel HCA-plot-V2 (Doriane, Paris) sur
Macintosh LC.

4 4- Modélisation moléculaire des lectines.

Les lectines LcicL, LniLlIl, et LcA de la Lentille ont été modélisées a partir de leurs
séquences primaires, en leur attribuant des coordonnées provenant de I'analyse par
radiocristallographie de lectines apparentées : Iisolectine I (LoLI) de L. ochrus (22) et

la lectine de Pois (PsA) (23).

Les modélisations ont été réalisées par Vintermédiaire des logiciels Insight II,
Discover et Homology (Biosym Technologies, San Diego CA, USA) sur station
Silicon Graphics.

Dans Homology, a partir de l'alignement des séquences primaires des lectines de
structures connues et en s’aidant des résultats livrés par la méthode HCA, on définit
des RSCs, qui correspondent ici surtout a des feuillets 8. On aligne ensuite les
séquences de la structure inconnue et de la structure modéle ainsi obtenue, et, en
fonction de I'identité et de 'homologie, on repére les RSCs le long de cette derniére
séquence. Il suffit, pour chaque RSC, d’assigner a la séquénce de structure inconnue
les coordonnées de la structure modele pour construire de proche en proche la
structure 3D de la protéine.

Pour certaines boucles ou certains coudes dont il n'existe pas d’équivalent structural
dans la protéine modzele, il est nécessaire de rechercher dans une banque de données
structurales (PDB, Brookhaven, New York, USA) puis d’importer et d’insérer
I'élément le plus ressemblant, et le mieux adapté aux RSCs adjacentes.

On minimise finalement la structure par dynamique moléculaire (minimisation des
boucles et des jonctions entre les R5Cs), a température et volume constants, dans
Discover, en appliquant le champ de force CVFF (cf. [1-3.2.4) et en faisant appel aux
algorithmes de minimisation d’énergie "de la plus grande pente”, gradient conjugué

et quasi Newton-Raphson va09 (cf. 11-4.1.3).
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Les calculs des charges atomiques nettes ont été effectués uniquement sur les résidus
constituant le site lectinique par mécanique quantique en choisissant la méthode
semi-empirique MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) dans le logiciel

Pro-Quantum (Oxford Molecular, Palaiseau) sur station Silicon Graphics.

4 5- Construction des modeles d’oses substitués.

Les oses et dérivés d’oses substitués ont été modélisés a partir de la structure de
l'a-D-glucopyranose (conformation de type chaise) et de groupements fonctionnels
de la bibliotheque du module Builder du logiciel Insight II, et minimisés comme

prédemment.

Les calculs des charges atomiques nettes ont été réalisés sur I'intégralité de la

structure par MNDO.

4.6- Ancrage moléculaire ou « docking ».

L'étude de plusieurs complexes LoLl-glucides (cf. 1-2) correspondant a des oses
simples (glucose et mannose) (33), 2 des oligosaccharides (tri- et octasaccharide de
type N-acétyllactosaminique) (34, 35), & des dérivés de l'acide muramique (37) et a
un glycopeptide de 18 kDa dérivé de la lactotransferrine humaine (38), montre que,
dans tous les cas, Iinteraction repose sur l'insertion d'un ose ou d’un dérivé d’ose
dans le site de reconnaissance. Dans cette interaction, le cycle pyranique de l'ose est
toujours orienté de la méme fagon et le réseau de liaisons hydrogeéne qui le relient au

site demeure inchangé.

1l est donc possible de mettre & profit ce mécanisme univoque d’insertion des oses et
des dérivés d’oses dans le site lectinique pour réaliser 'ancrage moléculaire, a 1'aide
du logiciel TurboFrodo (Roussel et Cambillauy, Marseille) sur station Silicon
Graphics, des oses et dérivés d’oses substitués utilisés : il suffit de superposer
graphiquement le cycle pyranique du dérivé a étudier et celui du modele (mannose

complexé a LoLl), d’effacer ensuite I'ose (mannose) et d’analyser les éventuelles
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modifications introduites dans le réseau de laisons hydrogene et la potentielle
création d’encombrements stériques au niveau des substituants par la mesure de

distances interatomiques et par la visualisation de surfaces de Van der Waals.
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Nous envisagerons successivement les résultats tirés des réactions d’inhibition de

'némagglutination puis ceux obtenus par modélisation et ancrage moléculaire.

1- Affinité des oses et dérivés d’oses substitués pour les lectines.

les réactions d’inhibition de I'hémagglutination des lectines/isolectines
glucose/ mannose-spécifiques utilisées (LoLl, LoLIl, PsA, LcA et Con A) par les
différents oses et dérivés d’oses substitués conduisent aux résultats suivants

(Tableau 6) :

1) Toutes ces lectines interagissent fortement avec le glucose et le mannose. Les oses
ot dérivés d’oses aminés (glucosamine, mannosamine et N-acétylglucosamine) ont en
quasi général des affinités plus faibles pour ces lectines. Par contre, le galactose et
ses dérivés (galactosamine et N-acétylgalactosamine) n’ont aucune action inhibitrice
sur ce type de lectines. Ces résultats sont en accord avec la spécificité

glucose/mannose des lectines étudiées (80).

2) Les dérivés O-méthylés en C1 du mannose et du glucose se classent parmi les plus
inhibiteurs pour ces lectines. La présence d’un groupe méthyle hydrophobe
susceptible d’interagir avec des résidus hydrophobes situés au voisinage du site de

fixation des glucides pourrait expliquer cette meilleure affinité (80).

3) Les dérivés phosphorylés et sulfatés du mannose, du glucose, de la glucosamine et
de la N-acétylglucosamine ont un comportement différent selon la position des

substituants :

- la phosphorylation ou la sulfatation de 'hydroxyle en C6 du cycle pyranique de
lose ou du dérivé d’ose entrainent une perte totale de laffinité : ainsi, le
mannose-6PO3" et le mannose-65037, le glucose-6PO3" et le glucose-65037, la
glhucosamine-6PO3" et la ghucosamine-6503°, la N-acétylglucosamine-6PO3” et la

N-acétylglucosamine-65037, sont dépourvus de toute activité inhibitrice
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Tableau 6. Inhibition des lectines/isolectines de Lathyrus ochrus (LoLl, LoLlIl), de Pois
(PsA), de Lentille (LcA) et de Canavalia ensiformis (Con A) par des oses et dérivés d’oses
diversement substitués.

Les concentrations minimales inhibitrices correspondent aux plus faibles concentrations
d’oses ou de dérivés d’oses substitués qui inhibent complétement 4 unités hémagglutinantes
(4 UH) de lectine/isolectine. Les résuitats correspondent a la moyenne de deux séries de
déterminations indépendantes.

Oses et dérivés d’oses substitués Conceniration minimale (mM) inhibant 4 UH de:
LoLl LoLIl PsA LcA ConA
Mannose 1,560 0,780 0,780 1,560 0,780
oc—méthyl—marmopyranoside 0,780 0,780 0,195 0,390 0,098
Mannose-1PO3" 12,500 12,500 12,500 25,000 12,500
Mannose-6PO3" >100 >100 >100 >100 >100
Mannose-6503" >100 >100 >100 >100 >100
Mannosamine 6,250 12,500 12,500 6,250 12,500
Glucose 3,125 3,125 3,125 3,125 6,250
a—méthyl—glucopyranoside 0,780 1,560 0,780 0,780 0,780
Glucose-1PO3” 12,500 25,000 12,500 25,000 12,500
Glucose-6PO3” >100 >100 >100 >100 >100
Glucose-1,6diPO3” >100 >100 >100 >100 >100
Glucose-6503" >100 >100 >100 >100 >100
Glucosamine 6,250 12,500 6,250 6,250 12,500
Glucosamine-1PO3" 6,250 6,250 6,250 6,250 3,125
Glucosamine-6PO3” >100 >100 >100 >100  >100
Glucosamine-2503" 0,780 0,780 0,390 0,780 0,780
Glucosamine-3503" 1,560 1,560 1,560 1,560 3,125
Glucosamine-6503" >100 >100 >100 >100 >100
Glucosamine-2,3diSO3" 1,560 1,560 1,560 1,560 1,560
Glucosamine-2,6diSO3” >100 >100 >100 >100 >100
N-acétylglucosamine 3,125 3,125 3,125 3,125 3,125
N-acétylglucosamine-1PO3” 1,560 3,125 3,125 1,560 3,125
N-acétylglucosamine-6PO3” >100 >100 >100 >100 >100
N-acétylglucosamine-3503" 0,390 0,780 0,390 0,390 0,390
N-acétylglucosamine-6503 >100 >100 >100 >100 >100
Galactose >100 >100 >100 >100 >100
Galactosamine >100 >100 >100 >100 =100

N-acétylgalactosamine >100 >100 >100 >100 >100
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(pas d’inhibition & une concentration supérieure & 100 mM). Il en va de méme pour
une disubstitution avec un groupe phosphate ou sulfate en C6, ce qui est le cas pour
le glucose-16diPO3™ et la glucosamine-2,6diS03". Ces résultats soulignent

I'importance de 'hydroxyle en C6 dans Vinteraction avec le site lectinique.

- 1a phosphorylation ou la sulfatation des autres hydroxyles peuvent avoir comme
conséquence une augmentation d'affinité (glucosamine-1PO3", glucosamine-2503",
glucosamine-3503", glucosamine-2,3diSO3, N-acétylglucosamine-1P0O37,
N-acétylglucosamine-35037)  ou, plus rarement, une diminution d'affinité

(mannose-1PO3", glucose-1PO37).

7. Modélisation moléculaire.

L’interprétation des résultats reposant en partie sur une approche de modélisation
moléculaire, il nous était indispensable d’évaluer la validité des modeles de lectines
avant de pouvoir les utiliser. En effet, si la modélisation de protéines par homologie
donne en général des résultats satisfaisants concernant le squelette a-carboné, il n’en
va pas toujours ainsi de l'orientation des chaines latérales; particulierement lorsqu'il -

s'agit de modéliser un site réactionnel (enzymatique ou lectinique).

2.1- Validité des modeles moléculaires.

Il nous a été possible de vérifier la validité des modeles (LcicL, LnLI et LcA) en
comparant la structure de la LcA modsélisée a partir des coordonnées de LoLI et de

PsA avec celle (LAL) obtenue récemment par radiocristallographie (30).

La superposition des deux squelettes a-carbonés est totale, avec un rms voisin de
0,2 A (Figure 11A). Lorsqu’elle porte sur les résidus qui constituent, par homologie
avec LoLI ou la Con A, le site de reconnaissance des glucides (AspBt4, Gly994,
Phel23A Agnl25A Gly29B, Ala30B et Glu3!B), nous avons alors des rms compris entre

0,1 (carbones a) et 0,4 A (cycles aromatiques) et nous remarquons que les chaines




69

latérales des résidus du site sont toujours orientées de fagon sensiblement identique
(Figure 11B). Ces observations montrent une excellente similitude entre les sites de
reconnaissance du modele et de la lectine cristallisée.

Nous avons abouti a des résultats analogues lorsque nous avons comparé les deux
autres lectines modélisées, Lcick et LnLIl, aux modeles cristallographiques (LoLlI et

PsA) ayant servi de références.

Ces comparaisons illustrent la fiabilité de la modélisation par homologie lorsqu’on

considére des protéines appartenant a une famille homogene.

7 7. L/interaction moléculaire lectine-ose (cf. I-2).

Seuls les atomes d’oxygene O3, O4, O5 et O6 de T'ose participent au réseau de
liaisons hydrogene qui assurent en partie Ia fixation de l'ose dans le site lectinique.
Par contre, O1 et 02, dirigés constamment vers le solvant, n’interviennent

apparemment pas dans le mécanisme de reconnaissance.

Nous pouvons donc supposer que toute substitution des groupes hydroxyles
impliqués dans la liaison crée un encombrement stérique qui doit, a priori, diminuer
ou supprimer l'interaction. C'est certainement le cas de I'hydroxyle en C6 qui se

trouve profondément engagé dans le site lors de l'interaction.

Les résultats donnés par la technique d’inhibition de 1’hémagglutinafiori sont en
parfait accord avec cette hypothése : ainsi, toute substitution de I'hydroxyle en Cé
par un groupe phosphate ou par un groupe sulfate supprime linteraction
(concentration inhibitrice supérieure a 100 mM), quels que soient 'ose ou le dérivé
d’ose utilisés.

Les résultats obtenus lorsque la substitution pbrte sur les hydroxyles en C1, en C2 ou
en C3 sont plus délicats & interpréter et nécessitent une approche de modélisation et

d’ancrage moléculaire.
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Figure 11.

A- Superposition des modéles tridimensionnels de la lectine de Lentille LcA (trait
fin) modélisée a partir de deux lectines voisines, PsA et LoLl, de coordonnées
connues et de la lectine de Lentille LAL (trait épais) résolue par radiocristallographie
223 A par Loris ef al. (30). Elle a été réalisée a 1aide du logiciel TurboFrodo (Roussel

et Cambillau, Marseille).

L’écart moyen (rms} entre les deux chaines a-carbonées est de 0,1 A et nous

n’observons aucune différence significative entre les deux modéles.

B- Superposition des sites de reconnaissance des monosaccharides de LcA (trait fin)
et de LAL (trait épais), réalisée a l'aide du logiciel TurboFrodo (Roussel et

Cambillau, Marseille).

La superposition a été effectuée uniquement sur neuf résidus : les sept résidus
formant le site (Asp3tA, Gly?A, Phel23A, Asnl25A, Gly29B, Ala30B et Glu3!B) et deux
résidus aromatiques (Tyr!%0A et Trpl28A) situés au voisinage immédiat du site.
Le rms sur ces neuf résidus est de 0,4 A. L’orientation des chaines latérales des neuf
résidus est sensiblement identique, les variations les plus importantes s’observant

avec les noyaux aromatiques des résidus Phel23A et Tyrl00A
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2.3- Ancrage moléculaire.

2.3.1- Substituants en C6.

L’ancrage moléculaire des oses et dérivés d’oses 06- phosphatés ou sulfatés sur les
sites des différentes lectines (LoLlI, Lcil, LnLII, LcA et PsA) nous permet d’observer
une interpénétration des surfaces de Van der Waals du substituant et des résidus
voisins du site (Asp8l et surtout les trois résidus Gly209, Ala210 et Glu?!! situés sur

une méme boucle) (Figure 12).

Les mesures de distances interatomiques nous indiquent l'existence de mauvais
contacts séveres (jusqu'a 0,66 A avec la glucosamine-6PO37) en particulier avec le

résidu Gly209, mais également avec Asp®! et Phel23 (Tableaux 7 et 8).

Cette géne stérique, rencontrée également dans le cas d"une disubstitution (en 1,6 ou
en 2,6), suffit a elle seule a expliquer 1'absence d’affinité des oses et dérivés d'oses
06- phosphatés ou sulfatés pour les lectines (cf. les résultats des tests d'inhibition de

'hémagglutination, Tableau 6).

7 3.2- Substituants en C1 et en C2.

L’ancrage moléculaire ne nous montre dans ces cas aucun changement significatif
dans le réseau de liaisons non covalentes qui relient l'ose ou le dérivé d’ose au site

(Figure 13A), les hydroxyles en C1 et C2 étant dirigés vers le solvant.

Les résultats des tests d/inhibition de I'hémagglutination nous indiquent que la
substitution en C1 par un groupe phosphate (cas de la glucosamine-1PO3” et de la
N-acétylglucosamine-1PO37) ne modifie quasiment pas l'affinité pour les lectines.
Par contre, la méme substitution du mannose (mannose-1PO37) et du glucose
(glucose-1PO3") provoque une baisse importante de l'affinité : les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) sont en moyenne respectivement 14,2 et 5,2 fois
moindres par rapport a celles des mémes oses non substitués.
Inversement, la substitution de la glucosamine en C2 par un groupe sulfate
(glucosamine~2503’) accroit grandement Vaffinité : les CMI sont de 0,39/0,78 mM au

lieu de 6,25/12,5 mM pour la glucosamine (facteur moyen d’accroissement = 13,2).




Figure 12.

Ancrage moléculaire (docking) de la glucoéamine (A) et de la glucosamine-6503~ (B)
dans le site de reconnaissance des monosaccharides de LoLl, réalisé a I'aide du

logiciel TurboFrodo (Roussel et Cambillau, Marseille).

La glucosamine et la glucosamine-6503" ont été représentées en CPK (en couleur
mauve). Les résidus qui constituent le site lectinique (Asp8l, Gly%, Phel23, Asnl?5,
Gly?9, Ala?10 et Glu?!1) et deux résidus aromatiques (Tyrl00 et Trp128, 3 gauche sur la
photographie) situés au voisinage immédiat du site, ont été représentés par leurs
surfaces de Van der Waals (en couleur verte). Ces deux derniers résidus
n'interagissent pas avec la glucosamine et la glucosamine-65037, mais leur présence

souligne la forme en cuvette du site.
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Tableau 7. Mauvais contacts entre le grbupe sulfate de la glucosamine-6503" et les

résidus du site de LoLI, determinés par lintermédiaire du logiciel TurboFrodo

(Roussel et Cambillau, Marseille).

Atomes du SO3° Atomes du résidu Résidu Distance (A)
H4 O Glu211 1,04
03 N Ala210 1,17
04 O Glu?il 1,58
04 N Gly20% 1,65
02 N G211 1,68
02 Ca Glu21l 1,70
02 CB Glu211 1,76
03 N Glu2il 1,79
03 C Gly209 1,84
H5 082 Asp8l 1,84
H4 N Gly209 1,96
03 Ca Ala210 1,99
S1 N Glu211 2,04
02 C Glu?11 2,07
HO4 N Gly?? 2,07
03 C Ala?10 2,10
02 O Glu?1 2,17
01 081 Asp8! 2,52
04 Ca Gly209 2,56
S1 N Ala210 2,62
03 Ca Gly209 2,68
51 N Gly209 2,77
51 Co Glu2ll 2,83
Sl C Glu?11 2,87
S1 Ca Gly209 2,99
Sl C Ala?10 3,06
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Tableau 8. Mauvais contacts entre le groupe phosphate de la glucosamine-6PO3” et

les résidus du site de LoLl, determinés par l'intermédiaire du logiciel TurboFrodo

(Roussel et Cambillau, Marseille).

Atomes du PO3~ Atomes du résidu Résidu Distance (A)
03 052 Aspb! 0,66
O4 Cp Phel?3 1,08
H4 CB Phel23 1,52
O3 Cy AspBl 1,57
04 Cy Phet23 1,67
H5 082 Asp®! 1,83
HO4 N Gly% 2,02
P1 052 Asp®! 2,04
03 081 Aspl 2,23
o2 Cy Asp8l 2,47
04 Cs1 Phel?3 2,48
Pi Cy Asp8l 2,48
Pl Cy Phel?3 2,50
05 Cy Phei?? 2,52
05 Csl Phel?3 2,54
o2 081 Asptt 2,56
P1 CB Phel23 2,58
04 Ca Phel23 2,61
04 Cod2 Phel?3 2,62
P1 051 Aspbl 2,84
Pl Ca1 Phel23 2,86
Pl Cd2 Phel23 3,18
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Ces variations d’affinité sont donc difficilement explicables par ancrage moléculaire.
Il n'existe aucune geéne stérique dans le cas d’oses et dérivés d’oses OI- ou O2-

phosphatés ou sulfatés.

Les calculs des charges atomiques nettes révelent des modifications notables,
essentiellement au voisinage des substituants phosphate et sulfate, qui néanmoins ne
nous permettent pas d'interpréter de maniére satisfaisante ces variations d’affinité.
De méme, si l'augmentation de solubilité induite par des groupes sulfate ou
phosphate fortement hydrophiles traduit assez bien I'accroissement d’affinité
observée avec la glucosamine-25037, elle ne saurait expliquer les résultats

contradictoires obtenus avec le mannose-1PO3 et le glucose-1PO3™.

2 3.3- Substituants en C3.

La présence d'un groupe sulfate en C3 induit une augmentation sensible de 'affinité
a légard des lectines qui est observée avec la glucosamine-35037,
la glucosamine-2,3diSO3™ et la N-acétylglucosamine-3503", leurs CMI étant en
moyenne respectivement 438, 5,6 et 7,2 fois celles des mémes dérivés d’oses non

substitués (cf. Tableau 6).

Avec ces trois derivés d’oses O3-sulfatés, I'ancrage moléculaire (Figure 13B) nous
montre qu'une liaison hydrogene supplémentaire s’établit entre un atome d’oxygene
du groupe sulfate et I'atome d’hydrogene de liaison peptidique -CO-NH- entre les

résidus Gly?? et Gly'® du site, venant de ce fait renforcer l'interaction.

En outre, les calculs des charges atomiques nettes prouvent 'existence d’une forte
charge positive sur latome de soufre du | groupe sulfate de la
glucosamine-3803 (+1,78 e), de la N-acétylglucosamine-3503" (+1,78 ¢), et de la
glucosamine-2,3diSO3™ (+1,82 ¢). Parallélement, une charge négative se trouve sur les
atomes d’azote des liaisons peptidiques unissant les résidus Gly% (-0,39 e), Gly*
(-0,29 e) et Tyrl® (-0,40 e). Les distances entre Patome de soufre du groupe sulfate et

ces atomes d’azote sont indiquées dans le Tableau 9.
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Figure 13.

Ancrage moléculaire (docking) de la glucosamine-1SO3~ (A) et de la
glucosamine-3503 (B} dans le site de reconnaissance des monosaccharides de Loll,

réalisé a l'aide du logiciel TurboFrodo (Roussel et Cambillau, Marseille).

La glucosamine-1503" et la glucosamine-3503 ont été représentées en CPK (en
couleur mauve). Les résidus qui constituent le site lectinique (Asp81, Gly%9, Phel23,
Asnl®, Gly209, Ala?l0 et Glu?!') et deux résidus aromatiques (Tyr'00 et Trpl28, 3
gauche sur la photographie) situés au voisinage immédiat du site, ont été représentés
par leurs surfaces de Van der Waals (en couleur verte). Ces deux derniers résidus
n'interagissent pas avec la glucosamine-1803" et la glucosamine-3503-, mais leur

présence souligne la forme en cuvette du site.
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Tableau 9. Distances mesurées entre 'atome de soufre du groupe sulfate des dérivés
d’oses O3-sulfatés utilisés et les atomes d’azote engagés dans les liaisons peptidiques

entre les résidus Gly%, Gly%? et Tyr'® du site de LoLL

Dérivés d’oses substitués Résidus Distances S-NH-CO (A)
Glucosamine-3503" Gly? 5,49

Gly?? 3,05

Tyrlo0 4,45
N-acétylglucosamine-3503 Gly% 5,55

Gly?? 3,09

Tyrl00 4,49
Glucosamine-2,3diSO3" Gly?8 549

Gly%? 3,06

Tyrlo0 4,46

Los distances entre atome de soufre du groupe sulfate et 'atome d’azote du résidu
Gly%9, de l'ordre de 3 A, sont tout a fait compatibles avec I'existence d’une

interaction électrostatique entre ces deux atomes.

’accroissement d’affinité des dérivés d’oses O3-sulfatés vis-a-vis des lectines

pourrait donc étre expliqué comme étant la résultante de trois phénomenes :

1) la création d'une liaison hydrogene supplémentaire, entre le groupe ‘sulfate et le

site lectinique ;

2) une forte attraction électrostatique entre 'atome de soufre du groupe sulfate et un

atome d’azote impliqué dans une liaison peptidique entre deux résidus du site ;

3) une augmentation de I’hydrophilie due au groupe sulfate.
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DISCUSSION ET CONCLUSION.

L’étude de linteraction de divers oses (mannose et glucose) et dérivés d’oses
(glucosamine et N-acétylglucosamine) substitués par des groupes phosphate ou
sulfate avec des lectines de Légumineuses (LoLI et LoLlII de Lathyrus ochrus, PsA du
Pois, LcA de la Lentille et la ConA de Canavalia ensiformis) glucose/mannose-
spécifiques, réalisée, d"une part, par inhibition quantitative de I'hémagglutination, et,
d’autre part, par modélisation et ancrage moléculaire, montre une nette influence de

la position du substituant sur la spécificité de reconnaissance :

- une substitution en C6 du cycle pyranique de l'ose entraine toujours un
encombrement stérique tellement important qu'il interdit toute insertion de ces
dérivés dans le site lectinique. Leur affinité pour ces lectines devient quasi-nulle et
comparable a celle d’oses et de dérivés d’oses non réactifs a 'égard de ce type de
lectines (galactose, galactosamine et N-acétylgalactosamine). Dans ce cas, les
résultats obtenus par modélisation et ancrage moléculaire corroborent et expliquent
parfaitement les résultats expérimentaux tirés des tests d’inhibition de

'hémagglutination.

- lorsque la substitution concerne les atomes d’oxygene O1 et O2 des hydroxyles
portés en C1 et C2, qui ne sont pas impliqués dans le réseau de liaisons hydrogene
intervenant dans la fixation des oses et des dérivés d’oses au site, les résultats sont
plus variables. Une substitution en C1 ne produit soit aucun changement, soit une
diminution de l'affinité. Par confre, une substitution en C2 augmente l'affinité.
Ces résultats ne sont pas interprétables en terme d’encombrement stérique. Bien que
les calculs des charges atomiques nettes indiquent des différences marquées avec les
mémes oses et dérivés d’oses non substitués, leur corrélation avec les résuitats

observés est hypothétique.
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_ une substitution en C3 provoque un accroissement important de laffinité,
explicable par la conjonction de trois types d’interactions entre le dérivé d’ose
substitué et le site : la création d'une liaison hydrogene supplémentaire, une
attraction électrostatique et une augmentation de 'hydrophilie. Dans ce cas, les
résultats obtenus par ancrage moléculaire et par l'application d’une méthode
semi-empirique de calcul de charges rendent parfaitement compte des résultats

expérimentaux.

Tl n‘a pas été possible d’étudier les éventuelles modifications d’affinité qu'induirait

un substituant en C4, de tels dérivés nétant pas disponibles dans le commerce.

Lrensemble de ces résultats suggére que dans 'hypothése d’une reconnaissance
Rhizobium-Légumineuse reposant sur une interaction facteurs Nod-lectines, la
spécificité de reconnaissance ne serait pas die au groupe sulfate 1ié au C6 du résidu
de N-acétylglucosamine situé a Vextrémité réductrice de ces lipo-oligosaccharides.
Par contre, la présence d'un groupe sulfate en C2 ou en C3 pourrait jouer ce role,
bien que de telles substitutions n‘aient pas été rapportées dans les facteurs Nod

isolés et caractérisés jusqu’a présent.
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RESUME :

Chez certaines Légumineuses, il s'établit une symbiose spécifique et fonc~'
tionnelle entre la plante-hdte et une bactérie fixatrice d'azote du genre
Rhizobium. De nombreux travaux récents montrent que cette reconnaissance
reposerait, au niveau moléculaire, sur une interaction entre des protéines de
localisation racinaire, les lectines, et des lipo-oligosaccharides bactériens diver-
sement substitués, notamment par des groupes sulfate, les facteurs Nod.

Nous avons ainsi recherché l'influence de la substitution, essentiellement
nar des groupes sulfate ou phosphate, de divers oses fmannose et glucose) et
dérivés d'oses (mannosamine, glucosamine et N-acétylglucosamine) sur leur
affinité & I'égard de lectines (LoLl et LoLll de Lathyrus ochrus, PsA du Pois,
LeA de la Lentile et la ConA de Canavalia ensiformis) g!ucose/mannose—
spécifiques. Cette étude, réalisée par deux méthodes complémentaires, une
expérimentation par inhibition quantitative de ’hémagglutination et une appro-
che de modélisation et d'ancrage moléculaire, permet de supposer que la
soécificité de reconnaissance ne serait pas due au groupe sulfate en C6 du
résidu de N-acétylglucosamine de l'extrémité réductrice de certains facteurs
Nod, mais pourrait faire intervenir un groupe sulfate en C2 ou C3 d'un dérivé
d'ose bien que de teiles substitutions n'aient pas été rapportées jusqu’'a présent.

MOTS-CLES :

-— Ancrage moléculaire.
— Facteurs Nod.
— Hémagglutination (inhibition de)
— lLectines.
—  Légumineuses.
— Modélisation moléculaire.
— Ose.
— Rhizobium.
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