
Les plantes, et notauunent ks graiues, renferment des teneurs non neghgeabtes 
en giycoprot&i.nes; cependant, les g&oprou%les veg&&s ant don& lieu a peu d%G 
vestigatious, et se&s quelques-uues dkme-ehes ant eti caract6risccsf. Des dorm&s 
rkentes sembkut ntioios indiquer que de nornbreuses glycoprot&xs v&@aks 
possMent une structure oligornannosidique, et sent done susceptibles d’interagir 
spkcifiqueruent avec ia coucauavaliue A (Con A)2-s_ 

Nous dkrivons une m6thode adapt& & I’isoLment et a la carac~tirisation de 
glycoprot&ms hydrosolubies a%nes de la coucanavaline A, et ceci a partir da broyat 
d’uu mat&ieI veg&al @aims de samsiu, Fagopyrum esculenim Bolygonackcs). 
Nous avows uti&& Ia concanavahne A sous fame imruobilisk couune support 
dM?uiti; Mude de l’infiuence de divers param&es (essais eu cuve et en coloune, 
concentration en m&hyk-mmaunoside, tempkature, adjuvauts) nous a permis de 
dkctionner un protocole expErimenta assurant un rendement optimal, et de prkiser 
fa spkikiti de l’interaction gXycoprot&nes v~g&ks-concanavaline A. 

La comemation en prou%xs des eiuats chromatographiques est &aIuCe par 
snesure de l’absorption c!ifFbtieUe ii 260 et 280 EM s&on Warburg et Ctisfian6- La 
teneur en oses neutres des glycoprotkiies est d~teruun& selou Ia methode de Dubois 
et al.‘, eu utihsant le mannose conune tifnoin interne_ 

La !iim%m soluble ap& dialyse contre de l’eau dii& du broyat de graines 
&chesdesamasin (20 g) cst adsorb& sur une c&mne (25 x 150 ulul) d’hydroxyE 
apatite@IA-Uhrogel) &@ibr& avec un tampon phosphate Q.01.N pW6. Ap* 
hinge avec le- tampon d%quiEbrage, les proteines 6.x&s sur le support sent &Ges 
par tm tauwon phosphate 0.5 M, pM 7. C&e &ape chromatographique s7effectue 
aver un d&bit de 25 ml/h et des ftions d’envirou IO ml sout recueihies_ 

. 
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Iso~ement aks giycoprotSnes q&es de Lz concunuso~~~ A 
LWuat de I’H4-UItrogeI est dialysk et iyopbilis& Le lyoPhiIisat prot&ique 

(IO0 m& est. remis en solution dzms du “tampon a&ate 0.1 M @H 6)-NaCI Ici, et 
chromatographie sur cobhne (20 x 170 mm) de Con A-Sepharose (Pharmacia, 
UppsaIa, S&I&) @tiIiir& avec Ie mZme tampon, h 20” et aver uu d&bit de 10 mI/h. 
Apr5s passage de Ia fraction protiique non afEue de Ia l&e et Iavage de la colorme 
avec Ie tampon d’origiue, I’eIution des gIycoprot&nes 6x&s sur Con A-Sepharose 
s’effkctue par du m&hyI-a-u-maunoside OS M apr&s kquilibrage de Ia colonne 9 
37”_ Aprk passage d’une qua&t.& de tampon renfermant Ie comp&iteur correspon- 
dant & uue fois et demi Ie volume du gel, Ia chromatographie est interrompue et Ia 
colorme port& dans une enceinte thermostat& B 37* pendant 2 h_ L’&lution des 
gIycoprot&.res afEnes de Ia Con A s’efkctue ensuite avec un d&bit de 60 mI/h et 
recueil de fractions de 5 ml. 

La fraction gIycoprot&que, diaiyske et concentrfk par Iyophilisation ou 
uItrafiItration snr membrane DiafIo P,M 30 (Amicon, Lexington, Mass., l%J.), est 
chromatographi& sur coIonne (25 x 360 mm) de sephadex G25 (I%atmacia) avec 
uu debit de 15 ml/h et recuei1 de fractions de 3 ml (rendcment en gIycoprot&mes 10 mg). 

En Pabsence de prkisions contrairas dans Ie texts, to&es Ies op&ations d’extrac- 
tion et Ies etapos chromatographiques sont r&Ii&es Q 4”, et Ies tampons rer&erment 
0.02. d’axoture de sodium. 

ffecrrofocdisution 
Lea expkiences d’ekctrofocahsation ont ite &aIi&s & I’aide dun appareiilage 

“AmphoIine PAGplate* (LKB, Stockholm, S&de), avec des gels de 5% en acryf- 
amide et pour un _-diem d’amphoIytes de pH 359.5. Les protiines sont r&&es 
par ie bleu de coomassie. La coloration des gIycoprot&nes par Ie r&ctif de SchifF ne 
s’est Pas montrke assez sensibIe; IndividnelIement, chaque gIycoprot&ne au sein d’un 
&ha.ntiIlon se trouve au-dessous du seuiI minimal de sensibili@. 

RI?SuLTATS E’F DISCUSSIOS 

Les conditions opkatoires d&rites permettent d’obtenir en un nombre Iimiti 
d’&apes une quantit.6 apprkiable de gIycoprot&nes (IO mg de gIycoprot&nes dans 
Ie cas d’une ptiparation type 8 partir de 100 mg de protiines totales CIukes de I’HA- 
UItrogeI et correspondant B 20 g de graiues de sarrasin) dont Ia teueur globale eu oses 
ueutres eat de 11 %_ 

L’etape chromatographique sur HA-UItrogeI permet d’isoler Ia to&I& des 
protiines de I&trait V&&XI aqueux, et d’&iminer Ies oses Iibres, poiysaccharides et 
pigments du broyat, non adsorbabfes par I’hydroxyIapatite dans ces conditions 
op&atoir&+. 

Sous forme immobihske, Ia Con A constitue un outiI de choix pour Pisolement 
d’une pop&.&on de gIycoprot&nes. Des teruatives pr&miuaires &klution fract.ionn& 
sur colonne de Con A-Sepharose 5 I’aide de gradients de concentration continu ou 
discontinu en m&hyI-a+-marmoside se sont r&&s de faibte rendement LWution 
gIobaIe dcs gIycoprot&nes fix&s sur Ie support d’&iuiti est for&on de Ia conceutra- 
tion en comp&iteur et de Ia tempkature; en protocok IinaI, nous avons retenu Ieur 
CIution par un tampon mitbykz-emarmoside 0.5 Al ap&s 5quilibrage de Ia colorme 
de Con ASepharose h 37”. 
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L’mdyse par &?ctruft3cdisation de c&e fixtion &yc~p~otiique &be de Ia 
Con A r15vele tme forte h&.&og&&t& on identiEe une population de bandes pro& 
iques se wt dans tonte Ia gamme du gradient (PH 359.5), aver n~mmoins 
quelques bat&s majewes qui focalisent entre pH 4 et 6 (Fig. 1C). 

Fii I. Ektrofocalisation en pkques dkc+?mide i 5% et gradient d’ampholytes pH 3.5-9.5. 
A = Rot&es hydrosolubkzs: iluat HA-UkrogcI; B = prott5ines nm ticks par la colonne de Con 
A-Sepktamse; C = glycaprot&es a&es de la Con A; &at rrkthyl-a-mmmaoside, 0.5 M B 37=; 
D = gl~coprotiixs afibes de la Con A; &iat mkti~yl-a-D-mannoside, 0.02 M B 20”. 

Les conditions rdcesai res B I’&.sion des glycoprotiines de la colonne de 
Con A-Sepharose sent Ie r&et dune forte interaction entre Ia majorit& d’entre<llcs 
et la Con A. Manmoins, une &n5on ptifcrentielle, sinon s&ctive, de glycoprotiines 
de faible af3niti peut Ztre e&sag& pour une concentration de 0.02 M en mCthyl-a-~- 
mannoside 5 20”; on identie au niveau de cette fraction une concentration notable 
des glycoprotiines qui focalisent entre pH 4 et 6 par rapport B fa fraction glycoproti- 
que giobaIe (Fig_ ID)- 

Nous n’avons pu dtkeler la presence iventuelle d’interactions non spicifiques 
JU irreversibles entre certaincs prot&nes et Ie gel de Con A-Sepharose. La presence 
fe N&l M dam Ie tampon de &ration prkvient ks interactions ioniqueslo~xl. Aprks 
avage par Ie tampon m&thyi-+Dmam3 oside 0.5 M (cinq fois le volume de la coiome), 
‘addition a ce tampon d%thyEne gIyco1 (500A, ou Ie passage d’un tampon borate 
1-t M, pH 6, n’cntrahtcnt pas I’elution dune fraction protiique, indice respcctive- 
lent de I’absence d’interactions de type hydrophobeU ou polysaccharide-lectine13. 
.‘absence d’interactions in-&versibles est ilhrstr& par le passage de soIutions d’HC1 
.I ~5.2 ou de SDS 0-L % SUT des gels ayant sewi B plusieurs chromatographies succes- 
ves. Ccs adjuvants provoquent la dissociation de Ia Con A et la perte de son activite 
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