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- Les plantes, et notamment les graines, renferment des teneurs non négligeables
en glycoprotéines; cependant, les glycoprotéines végétales ont donné lieu A peu d’in-
vestigations, et seules quelques-unes d’entre-elles ont été caractérisées'. Des données
récentes semblent néanmoins indiquer que de nombreuses glycoprotéines végétales
possédent une structure oligomannosidique, et sont donc susceptibles d’interagir
spécifiquement avec la concanavaline A (Con A)*-5.

. Nous décrivons une méthode adaptée a I'isolement et 4 la caractérisation de
giycoprotem&s hydrosolubles affines de la concanavaline A, et ceci i partir du broyat
d’'un matériel végétal (graines de sarrasin, Fagopyrum esculentum Polygonacées).
Nous avons utilis€é Ia concanavaline A sous forme immobilisée comme support
d’affinité; I'étude de I'influence de divers paramétres (essais en cuve et en colonne,
concentration en méthyl-c-pD-mannoside, température, adjuvants) nous a permis de
sélectionner un protocole expérimental assurant un rendement optimal, et de préciser
Ia spécificité de I'interaction glycoprotéines végétales—concanavaline A.

PARTIE EXPERIMENTALE

AMéthodes analytigues

La concentration en protéines des éluats chromatographiques est évaluée par
mesure de PPabsorption différentielle 2 260 et 280 nm selon Warburg et ChristianS. La
teneur en oses neutres des glycoprotéines est déterminée selon Ia méthode de Dubois
et al’, en utilisant le mannose comme témoin interne.

Extractwn des prat Sines hydrosolub!es

- La fraction soluble aprés dialyse contre de Peau distillée du broyat de graines
séches de sarrasin (20 g) est adsorbée sur une colonne (25 X 150 mm) d’hydroxyl-
apatite (HA-Ultrogel) équilibrée avec un tampon phosphate 0.001 M pH 6. Aprés
lavage avec le tampon d’¢quilibrage, les protéines fixées sur le support sont éluées
par un tampon phosphate 0.5 M, pH 7. Cette étape chromatographique s’effectue
avec un dé{ut de 25 ml/h et d&s ftactmns d’environ 10 ml sont recueiliies.
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Isolement des glycoprotéines affines de la concanavaline A

L’éluat de PHA-Ulirogel est dialysé et lyophilisé. Le lyophilisat protéique
(100 mg) est remis en solution dans du tampon acétate 0.1 3f (pH 6)-NaCl M, et
chromatographié¢ sur colonne (20 X 170 mm) de Com A-Sepharose (Pharmacia,
Uppsala, Suéde) équilibrée avec le méme tampon, & 20° et avec un débit de 10 mi/h.
Aprés passage de Ia fraction protéique non affine de la lectine et lavage de la colonne
avec le tampon d’origine, I'élution des glycoprotéines fixées sur Con A-Sepharose
s'effectue par du méthyl-c-D-mannoside 0.5 M aprés équilibrage de la coloane a
37°. Aprés passage d’une quantité de tampon renfermant le compétiteur correspon-
dant 2 une fois et demi le volume du gel, lIa chromatograpbhie est interrompue et la
colonne portée dans une enceinie thermostatée 3 37° pendant 2h. L’élution des
glycoprotéines affines de la Con A s’effectue ensuite avec un débit de 60 mi/h et
recueil de fractions de 5 ml.

La fraction glycoprotéique, dialysée et concentrée par lyophilisation ou
ultrafiltration sur membrane Diafio PM 30 (Amicon, Lexington, Mass., E.U.), est
chromatographiée sur colonne (25 x 360 mm) de Sephadex G25 (Pharmacia) avec
un débit de 15 ml/h et recueil de fractions de 3 ml (rendement en glycoprotéines 10 mg).

En Pabsence de précisions contraires dans le texte, toutes les opérations d’extrac-
tion et les étapes chromatographiques sont réalisées a 4°, et les tampons renferment

0.02%, d’azoture de sodium.

FElectrofocalisation

Les expériences d’électrofocalisation ont été réalisées A I'aide d’un apparecillage
“Ampkoline PAGplaie” (LKB, Stockholm, Suéde), avec des gels de 59 en acryl-
amide et pour un gradient d’ampholytes de pH 3.5-9.5. Les protéines sont révélées
par le bleu de coomassie. La coloration des glycoprotéines par le réactif de Schiff ne
s’est pas montrée assez sensible; individuellement, chaque glycoprotéine au sein d’un
échantillon se trouve au-dessous du seuil minimal de sensibilitéS.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les conditions opératoires décrites permettent d’cbtenir en un nombre lmité
d’étapes une quantité appréciable de glycoprotéines (10 mg de glycoprotéines dans
le cas d’une préparation type i partir de 100 mg de protéines totales éluées de FHA-
Ultrogel et correspondant 4 20 g de graines de sarrasin) dont la teneur globale en oses
peutres est de 11 9.

L’étape chromatographique sur HA-Ultrogel permet d’isoler la totalité¢ des
protéines de Pextrait végétal aqueux, et d'éliminer les oses libres, polysaccharides et
pigments du broyat, non adsorbables par 'hydroxylapatite dans ces conditions
opératoires’.

Sous forme immobilisée, Ia Ton A constitue un outil de choix pour isolement
d’une population de glycoprotéines. Des ientatives préliminaires d’élution fractionnée
sur colonne de Con A-Sepharose a Vaide de gradients de concentration continu ou
discontinu er méihyl-z-D-mannoside se sont révélés de faible rendement. L’élution
globale des glycoprotéines fixées sur le support d’affinité est fonction de Iz concentra-
tion en compétiieur et de Ia température; en protocole final, nous avons retenu leur
£lution par un tampon méthyl-e-D-mannoside 0.5 M aprés £quilibrage de Ia colonne
de Con A—Sepharose a 37°.
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L’analyse par électrofocalisation de cette fraction glycoprotéigue affine de Ia
Con A révéle une forte hétérogénéité; on identifiec une population de bandes proté-

iques se répartissant dans toute Iz gamme du gradient (pH 3.5-9.5), avec néanmoins
quelques bandes majeures qui focalisent entre pH 4 et 6 (Fig. 1C).
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Fig. 1. Electrofocalisation en plaques d'acrylamide 2 5% et gradient d'ampholytes pH 3.5-9.5.
A = Protéines hydrosolubles: éluat HA-Ultrogel; B = protéines non fixées par la colonne de Con
A-Sepharose; C = glycoprotéines affines de la Con A; éluat méthyl-a-p-mannoside, 0.5 M 3 37°;
D = glycoprotéines affines de la Con A; éluat méthyl-e-D-mannoside, 0.02 M 2 20°.

Les conditions nécessaires a I'élution des glycoprotéines de la colonne de
Con A-Sepharose sont le refiet d’une forte interaction entre la majorité d’entre-clles
et la Con A. Néanmoins, une ¢lution préférentielle, sinon sélective, de glycoprotéines
de faible affinité peut étre envisagée pour une concentration de 0.02 A en méthyl-a-D-
mannoside a 20°; on identifie au niveau de cette fraction une concentration notable
les glycoprotéines qui focalisent entre pH 4 et 6 par rapport & Ia fraction glycoproté-
que globale (Fig. 1D).
Nous n’avons pu déceler la présence éventuelle d’interactions non spécifiques
»u irréversibles entre certaines protéines et le gel de Con A-Sepharose. La présence
fe NaCl A dans le tampon de fixation prévient Ies interactions ioniques'®!!. Aprés
avage par le tampon méthyl-e-p-mannoside 0.5 M (cing fois le volume de la colonne),
‘addition A ce tampon d’éthyléne glycol (50%), ou le passage d’un tampon borate
.1 A, pH 6, n’entrainent pas I'élution d’une fraction protéique, indice respective-
1eat de I'absence d’interactions de type hydrophobe'? ou polysaccharide-lectine'>.
"absence d’interactions irréversibles est illusirée par le passage de solutions d’HCI
.1 M ou de SDS 0.19; sur des gels ayant servi a plusieurs chromatographies succes-
ves. Ces adjuvants provoquent la dissociation de la Con A et la perte de son activité
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biologique'®; Péluat protéique correspondant & ce traitement ne contient pas de
matériel glucidique. La fraction protéique non fixée par passage sur colonne de Con A~
Sepharose, ct 1a fraction glycoprotéique afiine de Ia lectine sont rechromatographices
selon les mémes conditions expérimentales. Par recyclage, chacune de ces fractions
présente & nouveau le méme comportement chromatographique.

La spécificité de P'interaction de la fraction glycoprotéique pour Ia lectine est
égaicment confirmée par ces essais d’agglutination. Seule Iz fraction glycoprotéique,
2 une concentration de 0.25 mg/ml inhibe Pagglutination d’hématies de lapin par Ia
Con A. La fraction protéique non zffinc n’est pas inhibitrice 3 une concentration de
1 mg/ml.
Dans cette approcke, les données concernant le comportement chromatogra-
phique de ces glycoprotéines végctales hydrosolubles présentent une correspondance
certaine avec les études concernant Pinteraction glycoprotéines animales—Con A-
Sepharose'¥. Sans préjuger de la composition et de Parrangement spatial de leur
partie glycanique, ces glycoprotéines végétales affines de Ia Con A semblent généra-
trices, avec cette lectine, d’interaction spécifiques comparables & celles des glycopro-
téines d’orgine animale.
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