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Contribution à la caractérisation et à la biologie des lectines dans la

graine de Phaseolus vulgaris L., var. contender

Jean-François Manen

Résumé

MANEN, J.-F. (1978). Contribution à la caractérisation et à la biologie des lectines
dans la graine de Phaseolus vulgaris L., var. contender. Saussurea 9: 23-44.

Après la purification et la caractérisation qualitative et quantitative des lectines
dans les albumines et dans les globulines des graines de Phaseolus vulgaris, les
interactions possibles entre celles-ci et d'autres substances de la graine ont été
recherchées. En fait, des interactions lectines-lectines ont été démontrées.
L'évolution, pendant la maturation et la germination des lectines purifiées des
cotylédons a été observée. Des lectines présentes dans les téguments, libérées à l'extérieur

pendant la germination sont très différentes de celles de l'embryon. A la
lumière des résultats obtenus, une fonction spéciale des lectines (elles-mêmes
vraisemblablement réserves) en relation avec les processus de stockage dans les

corps protéiques a été suggérée.

Abstract
MANEN, J.-F. (1978). Contribution to the characterization and biology of seed

lectins from Phaseolus vulgaris L., var. contender. Saussurea 9: 22-44. In French.

After purification, qualitative and quantitative characterization of albuminic and
globulinic lectins from Phaseolus vulgaris seeds, the possible interactions between
them and others seeds' componants are searched. In fact, lectins-lectins interactions
are demonstrated. The development, during maturation and germination, of purified
lectins from cotyledons is studied. Lectins from teguments, released during
germination, are very different from embryo lectins. Considering the results, a special

function of the lectins (themselves certainly reserves) in relation to the
stockage processes in protein-bodies is suggested.

Introduction

Il y a plus de cent ans, on découvrait que des extraits de certains tissus de

plantes (graines surtout, mais aussi quelquefois tiges et racines) avaient des
propriétés particulières sur les cellules animales. La première propriété découverte
fut celle d'agglutiner les globules rouges. Les substances actives de ces extraits
furent appelées phytohémagglutinines (PHA).
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Certaines de ces PHA ont été isolées et purifiées: ce sont de grosses protéines
(ou plutôt des glycoprotéines) formées de plusieurs sous-unités. Chacune de ces
sous-unités possède un site de liaison spécifique aux sucres. Il s'agit de liaisons
faibles (interactions électrostatiques) de type de celles formées entre un
anticorps et un antigène.

De plus, cette liaison est spécifique: telle PHA fixe tel sucre, telle autre, isolée
d'une autre plante, fixe un autre sucre. De cette propriété, découle l'activité éry-
throagglutinante des PHA: la surface des érythrocytes est composée de sucres
variés. Une PHA ayant plusieurs sites de liaison à l'un de ces sucres est donc capable

de les agglutiner.
Cette spécificité des phytohémagglutinines a conduit à leur dénomination

actuelle: les lectines (latin: legere choisir). Ceci pour expliquer leur propriété
fondamentale (liaison spécifique aux sucres) et non les effets secondaires découlant

de cette propriété (agglutination des érythrocytes). Ceci d'autant plus que les

propriétés des lectines sur les cellules par interaction avec leur surface sont
innombrables (Lis & Sharon, 1973). La fixation d'une lectine sur la surface d'une
cellule, entraine toutes sortes d'événements qui peuvent atteindre le noyau.
Inversement, tout événement survenant dans le noyau se répercute jusque sur la
surface cellulaire. Cette répercussion peut être mise en évidence par les lectines
(Fox & al., 1971).

La fonction précise des lectines trouvées dans les graines est encore inconnue.
Il y a, à l'heure actuelle, de bonnes raisons de penser qu'elles sont situées dans les

corps protéiques, peut-être en partie associées à leur membrane (Pusztai & al.,
1977; Tully & Beevers, 1976; Clarke & al., 1975). Notre laboratoire,
travaillant sur les protéines de graines, et en particulier sur les graines de légumineuses,

très riches en lectines, nous nous sommes attaqués au problème de leur
fonction en l'étudiant sur la graine de Phaseolus vulgaris.

Ce sont avec la ConA, les lectines de Phaseolus vulgaris qui ont été les plus
étudiées. Pourtant, pour cette dernière espèce, jusqu'à de récents travaux, les

résultats étaient "souvent contradictoires et dans une certaine mesure confus"
(Lis & Sharon, 1973). La seule chose qui était acquise, était que les lectines de
Phaseolus vulgaris étaient formées de sous-unités de PM d'environ 30 000 et que,
à l'état natif le PM était de 120 000. Il s'agissait donc de tétramères. Cependant,
une ligne directrice s'est dessinée lorsqu'on s'est aperçu que l'activité érythro-
agglutinante pouvait être dissociée de l'activité leucoagglutinante et mitogène.
Allen & al. (1969) séparent une lectine uniquement leucoagglutinante (L-PIIA)
et une autre, électrophorétiquement hétérogène qui est à la fois leuco- et érythro-
agglutinante (E-PHA). Allan &. Crumpton (1971), à partir d'une lectine
agglutinante et mitogène mettent en évidence en présence de SDS (sodium dodécyl
sulfate), deux sous-unités de PM 29 000 et 33 000. Seule la sous-unité de PM
29 000 (après réassociation par dialyse du SDS) présente une activité leucoagglutinante

et mitogène. Oh & Conard (1972) arrivent aux mêmes résultats, si ce
n'est que les monomères ont des PM plus proches l'un de l'autre (35 000 et
36 000). Weber & al. (1972) montrent que L-PHA est composée de sous-unités
identiques alors que E-PHA est composée de deux sous-unités différentes non par
leur PM (Allan & Crumpton, 1971; Oh & Conard, 1972) qui est identique
(36 000) mais par leur charge électrique. L'une de ces deux sous-unités est identique

à celle de L-PHA. Comme L-PHA et E-PHA ont en commun une activité
leucoagglutinante, il est concevable que c'est la sous-unité commune aux deux
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lectines qui la porte. Yachnin & Svenson (1972) analysent les L-PHA et
E-PHA de Allen & al. (1969). La L-PHA est homogène, leucoagglutinante et
non érythroagglutinante. La E-PHA est hétérogène en électrophorèse (au moins
3 bandes). Plus les fractions sont catodiques, plus l'activité leucoagglutinante
diminue et plus l'activité érythroagglutinante augmente. Enfin Miller & al.
(1973) et Miller & Hsu (1975) arrivent à la conclusion que les lectines de
Phaseolus vulgaris existent sous les cinq formes tétramériques (AAAA, AAAB,
AABB, ABBB et BBBB) qu'il est possible de former à partir de deux sous-unités
différentes (A et B), l'une étant la sous-unité leucoagglutinante et mitogène, l'autre
la sous-unité érythroagglutinante. Les tétramères ont une mobilité catodique
proportionnelle au nombre de sous-unités leucoagglutinantes qu'ils comportent et
inversement proportionnelle au nombre de sous-unités érythroagglutinantes, les

deux sous-unités diffèrent uniquement par leur point isoélectrique et non par leur
PM qui est de 34 000. Elles sont assez semblables: sur les 24 acides aminés de la
partie NH2 -terminale, les différences sont situées sur les 7 premiers acides aminés.
Les différences d'activité biologique semblent être le résultat d'une différence
minime de la structure primaire.

Tous ces travaux portent sur une variété de Phaseolus vulgaris: "Red Kidney
Bean". Et même, beaucoup partent d'un lyophilisât commercialisé (Difco) de
lectines semi-purifiées provenant de "Red Kidney Bean". Ceci explique les résultats
assez homogènes obtenus par différentes équipes. Cependant, les résultats obtenus
sur d'autres variétés de Phaseolus vulgaris sont totalement différents. Se la & al.

(1973), sur "Wax Bean" observent deux tétramères formés de 4 sous-unités identiques

de PM 30 000. Les deux tétramères formés sont à la fois mitogènes et agglutinants.

Takahashi & al. (1974) sur un "Wax Bean" obtiennent un seul tétra-
mère formé de deux sous-unités différentes (PM 20 000 et 25 000). Sur "Navy
Bean", Andrews & Jayn-Williams (1974) observent un tétramère agglutinant

et mitogène formé de monomères absolument identiques (PM 32 000). Ainsi
il semble que l'on a de grandes variations sur la structure des lectines de Phaseolus
vulgaris suivant la variété considérée (Manen, 1978).

L'étude de la spécificité des lectines est basée sur l'inhibition hapténique de

l'agglutination par des monosaccharides. Cependant pour Phaseolus vulgaris, aucun
monosaccharide n'est inhibiteur, sauf à des concentrations extrêmement fortes
(galactose, N-acétyl-galactosamine). Kornfeld & Kornfeld (1970) ont isolé
des membranes d'érythrocytes un glycopéptide du récepteur des lectines de
Phaseolus vulgaris. Ce glycopéptide, sur une base molaire, est 60 000 fois plus inhibiteur

pour la lectine que le N-acétyl-galactosamine (Leseney & al., 1972). La
thyroglobuline de porc est une glycoprotéine qui peut être précipitée par les
lectines de Phaseolus vulgaris. Un glycopéptide obtenu à partir de thyroglobuline a

une structure et des propriétés voisines de celles du récepteur érythrocytaire
(Toyoshim a & al., 1972). Les lectines de Phaseolus vulgaris ont donc un site de
liaison qui "reconnaît", non pas un monosaccharide, mais une structure oligo-
saccharidique plus complexe, dans une conformation très précise.
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Matériel et méthodes

Graines

Phaseolus vulgaris L. (variété contender, Besson-Decroix 5838), obtenu par
M. Gagnebin à la Station de botanique expérimentale de l'Université de Genève.
Cette variété se situe parmi celles qui donnent les plus grosses graines de l'espèce
vulgaris puisqu'elles mesurent environ 18-20 mm et pèsent environ 500 mg.

Préparation des extraits bruts, albumines et globulines

La méthode est celle décrite dans Manen & MiÈge (1977). Les proportions
relatives des différents extraits obtenus à partir de 100 g de farine sèche de cotylédons

sont présentées dans le graphique ci-après (le pourcentage entre parenthèse
représente le taux d'azote correspondant).

Farine sèche de cotylédons 100 g (3.9%)

Extrait brut 33 g (9.0%)

Matériel non dialysable
(grosses molécules, protéines)

21.5g

Algumines Globulines
(hydro-so lubies) (sal ino-so lubies)

6.7 g (9.0%) 14.8 g (13.5%)

Matériel dialysable
(petites molécules)

8.5 g

Pour les axes, le pourcentage d'extrait-brut est plus important, mais cette
augmentation ne correspond qu'au matériel dialysable et non aux albumines et
globulines qui restent de même proportion. Les albumines et les globulines représentent

environ 75% de l'azote protéique de la graine. Elles correspondent en majeure
partie aux protéines de réserve de la graine. Vraisemblablement une partie importante

de ces protéines constitue les corps protéiques de la graine. C'est dans les
globulines que l'on trouve la glycoprotéine II (viciline) constituant majeur des protéines
de réserve (Derbyshire & al., 1976; Pusztai & Watt, 1970). Albumines
aussi bien que globulines contiennent des activités enzymatiques qui peuvent être
intégrées dans les corps protéiques ou liées aux systèmes membranaires ou
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cytoplasmiques. La signification fonctionnelle des albumines et des globulines (séparées

expérimentalement sur le seul critère de leur solubilité) est loin d'être
résolue.

Purification des lectines

Chromatographie d'affinité sur Sépharose-thyroglobuline (Manen & MiÈge,
1977).

Electrophorèse sur gel de Polyacrylamide

Celles à pH 4.5 sont faites suivant la méthode de Reisfeld & al. (1962), gel de

Polyacrylamide à 7.5%.
Celles à pH 8.3 se font suivant la méthode de Maurer (1971), gel de

Polyacrylamide à 7.5%.
Les électrophorèses dénaturantes se font suivant la méthode de Laemmli

(1970) modifiée. Les échantillons sont dissous dans une solution de SDS (2%),
2-mercaptoéthanol (5%), urée (6M) et Tris-HCL (0.0625M), pH 6.8, puis dénaturés
à 100°C pendant 5 min. Gel à 10% d'acrylamide et 0.05% de NN-Bisméthylène-
acrylamide, en présence de SDS 0.1%; tampon de migration SDS 0.1%, Tris-glycine
0.005M, pH 8.3.

Détermination de la teneur en protéines

Méthode de Lowry & al. (1951), en utilisant de l'albumine de sérum bovin
(Fluka) comme étalon.

Test d'érythroagglutination

Méthode semi-quantitative de Salk (1944) en utilisant le matériel de
microdilution de Cooke Engineering Company, Alexandria, Wisconsin.

Résultats

Purification et caractérisation des lectines

Nous allons considérer dans un premier temps les lectines extraites des globulines

cotylédonaires. Les globulines et leurs lectines purifiées sont analysées par
électrophorèse sur gel de Polyacrylamide non dénaturant (pH 8.3 et 4.5) et dénaturant

(SDS). La figure 1 représente les électrophorégrammes obtenus.
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pH 4.5

G L L

pH 8.3

G L

SOS

G L

AABB
AAAB
AAAA

HES

200 vQ 80 M3 200 mg 300 jjg 100 vg

Fig. 1. — Electrophorèse sur gel de Polyacrylamide des globulines de cotylédons (G) et de
leur lectines purifiées (L).

A pH 8.3, les lectines purifiées apparaissent très hétérogènes puisqu'on peut
compter plus de 15 bandes. Cependant, à pH 4.5 il apparaît seulement 5 bandes
majeures, que l'on retrouve nettement dans le diagramme des globulines à pH 4.5.
En présence de SDS, ces 5 bandes majeures se réduisent à deux bandes majeures
que l'on retrouve aussi sur le diagramme des globulines en présence de SDS. Les
bandes mineures représentent vraisemblablement des polymères non dénaturés.

Les deux bandes A et B, obtenues en présence de SDS représentent les deux sous-
unités constitutives des 5 tétramères apparaissant en électrophorèse non dénaturante

à pH 4.5: AAAA, AAAB, AABB, ABBB et BBBB (Miller & al., 1973;
Leavitt & al., 1975).

Quelle est la raison de la forte hétérogénéité du diagramme des lectines à pH 8.3?
L'électrophorégramme à pH 4.5 d'un échantillon concentré de lectines (fig. 1) se

!00nbre de

- ÎH III—f-IV-»—V —I
,raCt'

d'agglutination 128

fi H =11=11=

H HHHHH-»
53 426 487 640

I II III IV V

Fig. 2. — Séparation des 5 tétramères sur SP-Séphadex. Colonne de 50 ml (30 x 1.5 cm).
Echantillon de 25 rtiß dans tampon acétate 0.05M, NaCl 0.3M, pH 3.6. Fraction de 10 ml.
Tampon d'élution acetate 0.05M, pH 3.6, en gradient linéaire de force ionique, NaCl 0.3M -*
0.8M. Les fractions I à V sont dialysées, lyophilisées, et analysées en électrophorèse. Leur

activité érythroagglutinante spécifique pour 1 mg Lowry est mesurée.
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caractérise par la décroissance en progression géométrique de la mobilité des
bandes mineures. Ceci suggère des structures moléculaires dont la taille varie selon
une suite arithmétique (voir par exemple le diagramme obtenu par Elson &
Jovin, 1969, avec des désoxyribonucléotides d(AT)n, 3<n<30). Ainsi, ces
différentes bandes mineures correspondraient à des agrégats de deux, trois, quatre...
tétramères. Une certaine tendance à l'agrégation des lectines de Phaseolus vulgaris
a été signalée par Dahlgren & al. (1970), et par Pusztai & Watt (1974).
Ainsi à pH 8.3 la superposition des 5 tétramères et des multiples agrégats entre les
tétramères pourrait conduire à un diagramme électrophorétique complexe.

Une caractérisation plus précise des lectines peut être tentée en essayant de séparer

sur résine échangeur d'ions les différents tétramères (fig. 2). On utilise une
colonne de SP-Séphadex G50, échangeur de cations. L'élution par un faible gradient
de force ionique, permet d'obtenir un profil hétérogène. Les 5 fractions notées sur
la figure 2 sont analysées en électrophorèse non dénaturante à pH 4.5, et en
électrophorèse en présence de SDS. De plus, l'activité agglutinante a été mesurée

pour chaque fraction. La comparaison entre le diagramme à pH 4.5 des lectines
totales et celui des différentes fractions obtenues par le SP-Séphadex, montre
qu'une séparation satisfaisante des 5 tétramères a été obtenue. Les résultats de la
mesure de l'activité agglutinante permettent de conclure avec Miller & al. (1973)
et LeaVitt & al. (1975) que les tétramères les plus cathodiques ont une activité
érythroagglutinante croissante. D'après ces auteurs on peut conclure que les
tétramères leucoagglutinants sont les plus anodiques.

Cependant, nous n'avons malheureusement pas testé l'activité leucoagglutinante
de nos lectines, et nous admettons les résultats de Miller & al. (1973), (voir,
néanmoins, les travaux de Pusztai & Watt, 1974, qui ne peuvent dissocier
l'activité érythroagglutinante de l'activité leucoagglutinante). Les résultats de l'élec-
trophorèse en présence de SDS des différentes fractions obtenues, permettent de

déduire que la sous-unité B, plus mobile (donc de plus faible poids moléculaire)
est la sous-unité leucoagglutinante et mitogène. La sous-unité A, moins mobile
(donc de plus haut poids moléculaire) est la sous-unité érythroagglutinante (Manen
& Miège, 1977).

EB EB

AABB
AAAB
AAAA

Cotylédons Axes

Fig. 3. - Electrophorégramme à pH 4.5 des lectines purifiées à partir de l'extrait brut (EB),
des albumines (A), des globulines (G) des cotylédons et des axes. 80 Mg d'échantillon par tube.
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Fig. 4. - Captures successives des lectines à partir de 500 mg de globulines sur Sépharose-
thyroglobuline. Les trois premières captures sont analysées en électrophorèse à pH 4.5.

Les électrophorégrammes des lectines des différentes familles protéiques des

axes et des cotylédons sont représentés sur la figure 3. Dans les cotylédons, les

albumines aussi bien que les globulines contiennent des lectines. Mais la répartition

des 5 tétramères dans ces deux familles protéiques n'est pas la même. Les
albumines contiennent surtout des tétramères AAAB et AABB, alors que les
globulines contiennent surtout les tétramères AAAA, AAAB et BBBB. Dans les axes,
il y a peu de lectines dans les albumines. Celles de l'extrait brut et des globulines
présentent la même répartition des tétramères que dans les cotylédons, mise à part
une certaine prépondérance des tétramères 5 par rapport aux tétramères 1 et 2.

Après plusieurs passages d'un même extrait (albumines ou globulines) sur la
colonne Séphadex-thyroglobuline, on arrive à débarasser totalement ces extraits
de leurs lectines. On peut ainsi avoir le pourcentage pondéral des lectines par
rapport aux albumines (10.0%) et aux globulines (13.2%). La figure 4 montre les

captures successives des lectines des globulines cotylédonaires, ainsi que le

diagramme électrophorétique à pH 4.5, des différentes captures. On remarque que les
tétramères érythroagglutinants (AAAA) sont captés plus rapidement que les
tétramères leucoagglutinants (BBBB), autrement dit, ces derniers ont moins d'affinité
pour la thyroglobuline que les tétramères érythroagglutinants. Cette propriété
avait déjà été signalée par Felsted & al. (1975).

Recherche d'interactions moléculaires impliquant les lectines

Si le site de liaison des lectines est impliqué dans des interactions avec des molécules

ou des structures contenant des sucres, il faut rechercher in vitro la capture
de telles substances par les lectines. Cependant la démonstration de telles
interactions ne signifie pas qu'elles existent in vivo.



J.-F. MANEN: LECTINES DE PHASEOLUS 31

Interaction avec des substances dialysables de l'extrait brut

Si on compare le diagramme électrophorétique à pH 4.5 des lectines purifiées
de l'extrait brut et le diagramme de l'extrait brut total (fig. 5), on remarque une
différence dans l'aspect des bandes lectiniques. Dans le cas des lectines purifiées, les
5 bandes représentant les 5 tétramères sont équidistantes. En revanche dans la
région "lectine" du diagramme de l'extrait brut total, on retrouve bien 5 bandes,
mais non équidistantes. Après dialyse, les bandes lectiniques des albumines et des

globulines deviennent équidistantes. Ainsi, cette différence de mobilité
électrophorétique des tétramères selon qu'ils sont purifiés ou intégrés dans l'extrait brut,
s'estompe au cours de la dialyse. Les deux processus de purification et de dialyse
ont donc le même effet sur la mobilité électrophorétique des lectines.

La présence d'une grande variété de substances dialysables dans l'extrait brut,
notamment saccharidiques, pourrait conduire à l'établissement de liaisons lectines-
sucres, ayant pour effet de modifier la charge de lectines, leur poids moléculaire,
ou ces deux caractères, qui conditionnent la mobilité électrophorétique. Les
processus de purification par capture ou par dialyse, supprimeraient ces liens. On
sait, en effet, que la liaison lectine-sucre, de type non covalente, peut être brisée

par la dialyse, si la substance liée à la lectine est dialysable.
Pour vérifier que des substances dialysables de l'extrait brut peuvent être

captées par des lectines, l'activité agglutinante d'un extrait brut a été comparée
avant et après dialyse. En effet, si des lectines ont leur site de liaison occupés, leur
activité agglutinante devrait être moindre avant la dialyse. En fait aucune
augmentation de l'activité agglutinante n'a été observée. 200 mg d'extrait brut sont
dialysés contre l'eau distillée. Le dialysat obtenu, concentré par lyophilisation
(environ 60 mg), repris dans 1 ml de tampon salin à pH 7 n'a aucun effet inhibiteur
de l'activité agglutinante des lectines de l'extrait brut.

Il semble donc que la non-équidistance électrophorétique des tétramères
lectiniques de l'extrait brut entier soit due à autre chose qu'à la formation de
complexes spécifiques lectines-substances du dialysat. L'effet de la dialyse sur l'équidis-

Ext. brut Albumines Globulines

Fig. 5. - Diagramme électrophorétique à pH 4.5 de l'extrait brut (EB), des albumines (A),
des globulines (G) et de leurs lectines respectives purifiées (L).
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tance des tétramères, pourrait être le départ de substances dialysables, interagissant
de façon non spécifique avec les lectines (ions, petites molécules organiques).

Interaction avec des substances globuliniques

Les lectines globuliniques, une fois purifiées, deviennent solubles dans l'eau
(la dialyse contre l'eau distillée ne fait apparaître aucun précipité). Le caractère
de solubilité qui séparait albumines et globulines, ne permet plus de séparer les
lectines albuminiques et globuliniques. Le fait d'être intégrées dans les globulines
rend les lectines globuliniques insolubles. Il existe donc des interactions entre les
lectines et les autres protéines globuliniques.

Pour préciser les interactions en cause, nous avons mis en contact des globulines

cotylédonaires dépourvues de leurs lectines, et des lectines globuliniques
purifiées. Pour cela, des globulines sont débarrassées de leur lectines par plusieurs
captures sur Sépharose-thyroglobuline, dialysées, lyophilisées, resolubilisées dans
NaCl 4%, enfin mises en présence d'une solution de lectines purifiées d'origine
globulinique. Ce mélange est soumis à une dialyse contre l'eau distillée, le surnageant

est séparé du précipité globulinique. Ce dernier est lavé et redissous dans un
même volume de NaCl 4% que celui du surnageant. En faisant des tests d'agglutination

sur le surnageant et sur le précipité globulinique, on saura si les lectines
purifiées ajoutées (solubles dans l'eau), sont restées solubles ou ont été captées
par des globulines dans le précipité.

Concentration

(mg/ml)

Titre d'agglutination

Lectines
(5 ml)

Globulines—lectin es
(5 ml)

Mise en présence
HO ml)

Après dialyse

Précipité
(10 ml)

Surnagean
(10 ml)

0.5 256
0.25 0 128 32 128
0.5 0 128 32 128
1 0 128 64 64
2 0 128 64 64
4 0 128 128 32
8 0 128 128 32

Tabl. 1. — Expérience de capture des lectines globuliniques par des globulines débarrassées de

leurs lectines. Toute l'expérience est faite en présence de NaCl 4%, tampon phosphate 0.001 M,
pH 7.

Le tableau 1 résume cette expérience et donne les résultats obtenus. Une partie
au moins des lectines a été captée par les globulines. Plus la concentration de
globulines est élevée, plus l'activité agglutinante se retrouve dans le précipité
globulinique. De plus, ce sont surtout les tétramères 4 et 5 qui ont été captés par les
globulines débarrassées de leur lectines (fig. 6).

Pour confirmer, ou non, une interaction entre lectines et globulines, deux
expériences ont été faites:
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Fig. 6. - Diagramme électrophorétique des globulines (G), de leurs lectines (L), des globu-
lines débarrassées de leurs lectines (G—L) et de ces dernières après capture des lectines (G—L+L),
qui correspondent au précipité après dialyse à la concentration de 8 mg/ml de G-L (tabl. 1).

Fig. 7. — Double diffusion sur gel d'agarose 1%, tampon phosphate 0.001M, NaCl 4%, pH 7.
EB: extrait brut; A: albumines; G: globulines; G-L: globulines débarrassées de leurs lectines;

L: lectines globuliniques; T: thyroglobuline; X: tampon phosphate salin.
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— l'essai d'inhibition de l'activité agglutinante des lectines globuliniques par les

globulines est négatif: une solution de globulines à 10 mg/ml n'a aucun effet
inhibiteur. Pusztai & Watt (1974) signalent aussi que les glycoprotéines I
et II, isolées des protéines de Phaseolm vulgaris n'ont aucun effet inhibiteur
sur les lectines de cette espèce;

— la technique de double diffusion sur gel (fig. 7) indique qu'il ne se forme aucun
arc de précipitation entre les lectines globuliniques purifiées et les globulines,
albumines et extrait brut. En revanche, il s'en forme un entre la thyroglobu-
line et les lectines purifiées ou tout autre extrait contenant des lectines.

Ainsi, il semble que les interactions lectines-globulines ne passent pas par le site
de liaison de la lectine, mais qu'il s'agit d'interactions non spécifiques. Pour en
avoir le cœur net, des lectines globuliniques (150 mg) ont été fixées sur du Sépha-
rose 4B, par la même technique que pour la thyroglobuline. Ce Sépharose-lectine,
mis en colonne doit être capable de fixer toute molécule globulinique susceptible
d'être captée par les lectines. La figure 8a montre la capture d'une fraction des

globulines débarrassées de leurs lectines, sur cette colonne. Le minuscule pic d'élu-
tion obtenu à pH 3 (environ 3 mg) contient uniquement des lectines, constituées
en majeure partie par le tétramère BBBB.

Ce résultat surprenant montre que les globulines débarrassés de leurs lectines
par quatre passages successifs sur Sépharose-thyroglobulines (fig. 4) contenait encore
des lectines (non détectables par agglutination). D'ailleurs la richesse de ces
dernières en tétramères BBBB (peu érythroagglutinants) est caractéristique des
dernières captures sur Sépharose-thyroglobuline (fig. 4). De plus, il semble que des
lectines fixées sur Sépharose sont capables de capter des lectines, comme le fait
la thyroglobuline. La figure 8b, c, montre la capture des lectines, albuminiques et
globuliniques sur Sépharose 4B-lectines globuliniques. Le profil d'élution est le
même qu'avec Sépharose-thyroglobuline. Les diagrammes des lectines obtenues sont
exactement les mêmes.

Fig. 8. - a) Essai de capture d'une substance de G-L sur Sépharose-lectines globuliniques.
Le pic obtenu est analysé en électrophorèse pH 4.5.

b-c) Capture des lectines à partir de 200 mg de globulines (b) et de 200 mg d'albumines (c)
sur Sépharose-lectines globuliniques. Les pics obtenus par élution à pH 3 sont analysés en

électrophorèse à pH 4.5.
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Les lectines sont des glycoprotéines. Il n'est donc pas étonnant que la surface
de leur molécule comporte des récepteurs lectiniques, ce qui pourrait expliquer les
interactions lectines-lectines. Mais comment expliquer que les agrégats formés
restent en solution. On peut penser que par le jeu des associations-dissociations, ils ne
peuvent devenir très gros, ou bien qu'il ne se forme pas un réseau d'agrégation à

trois dimensions (plus de deux sites d'interaction par molécule), mais une chaîne,
un filament (deux sites d'interaction par molécule) qui peut rester en solution
(Höglung & Dahlgren, 1970).

Ce résultat intéressant (interaction lectines-lectines) ne peut cependant expliquer

les interactions qui semblent exister entre les lectines et les globulines.
D'ailleurs, à ce sujet on peut encore faire deux observations (fig. 9).

Fig. 9. - Electrophorèse en présence de SDS des globulines (G), de leurs lectines purifiées (L),
des globulines débarrassées de leurs lectines (G—L), des albumines (A) et de leurs lectines

purifiées (L).

— Le diagramme électrophorétique en présence de SDS des globulines débarras¬
sées de leurs lectines montre que comme prévu, malgré 4 passages successifs sur
Sépharose-thyroglobuline, il reste une certaine proportion de sous-unité B, non
décelable sous forme tétramérique BBBB, dans le diagramme électrophorétique
à pH 4.5 (fig. 6). Cette sous-unité B n'est-elle pas intégrée dans une structure
moléculaire complexe, que le simple passage sur thyroglobuline n'a pu désintégrer,

ce qu'a pu faire le SDS?

— Le diagramme électrophorétique en présence de SDS des albumines totales,
montre une très forte proportion des deux sous-unités lectiniques (plus de 50%
des albumines). Pourtant, par capture sur Sépharose-thyroglobuline, seulement
10% ont été obtenues. On peut penser qu'une très forte proportion des lectines
albuminiques fait partie d'une structure moléculaire complexe, que le SDS

détruit, mais que le passage sur Sépharose-thyroglobuline ne peut desintégrer.
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Interaction avec des substances non salino-solubles

Les lectines que Bowles & Kauss (1975, 1976) isolent des membranes cellulaires

de l'hypocotyle sont solubilisées en majeure partie avec le triton XI00. De la
même manière, Kauss & Glaser (1974) utilisent des détergents pour solubiliser

leurs lectines des parois cellulaires de l'hypocotyle. Coutrez-Geering &
Peiffer (1975) montrent que l'utilisation ou non de l'ultraturax (20 000 t/min)
a une influence importante sur l'activité agglutinante de l'extrait de pomme de

terre. Ces techniques d'extractions susceptibles de solubiliser une quantité plus
importante de matériel (membranes, parois), ont été testées sur les cotylédons de
la graine, de même qu'une extraction à pH 3, susceptible de briser les Maisons
lectines-substrats. En fait, aucun de ces procédés d'extraction ne solubilise plus
de lectines que l'extraction saline.

Etude des lectines pendant la maturation et la germination

L'étude du développement de la graine (maturation et germination) peut nous
éclairer sur la fonction des lectines.

Les études qui ont été faites sur quelques graines de légumineuse montrent
que l'activité agglutinante apparaît dans la graine en maturation, au moment de la
synthèse des protéines de réserve (Rouge, 1976; Gracis & Rouge, 1977).
Ainsi le lieu de synthèse des lectines semble être la graine en maturation. Cependant,
Mialonier & al. (1973) signalent dans les feuilles de Phaseolus vulgaris, une
protéine immunologiquement identique aux lectines, mais sans activité agglutinante.
Howard & al. (1972) ne mettent en évidence les lectines que pendant la maturation

et la germination de la graine de lentilles. Ils ne purent en détecter à aucun
autre moment du cycle de la plante. Martin & al. (1964) obtiennent les mêmes
résultats sur Phaseolus lunatus.

A la germination, l'activité agglutinante disparaît en même temps que les
protéines de réserve (Rouge, 1975; Gracis & Rouge, 1977) pour réapparaître
dans la plante que dans les nouvelles graines en maturation (Howard & al.
1972).

Les graines sont prélevées sur une culture en plein champ. L'âge des graines
(exprimé en jour après l'anthèse) est corrélé avec leur longueur:

Stade Age (jours) Longueur (mm

1 5-10 3-5
2 10-14 5-7
3 14-18 7-9
4 18-21 9-12
5 21-24 12-16
6 24-30 16-20
7 30-37 20-25
8 >40 16-20

Le poids frais et le poids sec des graines est évalué. Les axes et les cotylédons
ne sont séparés que pour les stades 5 à 8.

Pour la germination, les graines désinfectées sont mises à germer sur du papier
filtre imbibé d'eau distillée. Les temps de germination retenus sont 1, 3, 5, et
12 jours.
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Fig. 10. - Evolution du poids sec et du poids frais au cours du développement. Stade 1-4,
poids de la graine entière. Ensuite poids de ses deux cotylédons et de son axe.
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Jours de germination Longueur de t'axe

1 0.8-1.2 cm
3 2.0-3.5 cm
5 4.0-7.0 cm

12 8.0-15 cm

La figure 10 représente l'évolution du poids sec et du poids frais des axes et
cotylédons au cours du développement de la graine. La période comprise entre le
stade 1 et le stade 4 correspond à la phase de multiplication cellulaire de
l'embryon. Au stade 5, avec la croissance très rapide du poids sec de la graine,
commence la phase d'élongation cellulaire. Il s'agit du début de la synthèse des
protéines de réserve et de la formation de leur organites de stockage, les corps pro-
téiques. Dans chaque cellule cotylédonaire, ces deux phases (synthèse des
protéines et formation des membranes des corps protéiques) semblent être séparée
dans le temps (PrÉvosti, 1978). Le stade 8 correspond à la phase de dessication
de la graine.

La germination se caractérise simplement par la croissance du poids sec de l'axe
au détriment de celui des cotylédons.

Les lectines des extraits bruts, albumines et globulines des cotylédons à chaque
stade de développement sont purifiées sur Sépharose-thyroglobuline. La figure 11

représente le diagramme électrophorétique à pH 4.5 des lectines. Elles
n'apparaissent qu'au stade 5, au même moment que les protéines de réserve déposées

Albumines

Globulines
wwwww

AABB
AAAB
AAAA

5 6 7 8 1 3 5 12

Stades de maturation Jours de germination

Fig. 11. — Evolution pendant le développement des électrophorégrammes à pH 4.5, des lec¬

tines purifiées des extraits bruts, des albumines et des globulines des cotylédons.
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dans les cellules cotylédonaires. Ce sont les tétramères agglutinants AAAA,
AAAB et AABB qui apparaissent d'abord. Dans les albumines c'est surtout l'hété-
rotétramère, dans les globulines surtout l'homotétramère. Le tétramère BBBB
n'apparaît qu'en fin de maturation, il est principalement globulinique.

Au cours de la germination, il ne semble pas y avoir de très grands changements
dans le diagramme des lectines de l'extrait brut. En revanche, les tétramères
AABB et AAAB des albumines disparaissent. De plus, le tétramère BBBB,
globulinique, qui n'apparaît qu'en fin de maturation passe des globulines dans les
albumines.

Que peut nous apprendre l'étude des lectines de la graine en développement?
Le principal problème est celui de savoir pourquoi tel ou tel tétramère acquiert
son caractère albuminique ou globulinique. Au début de la maturation, seuls les
tétramères AAAA, AAAB et AABB apparaissent. L'homotétramère AAAA est
globulinique, l'hétérotétramère AABB est principalement albuminique, tandis que
le tétramère intermédiaire AAAB est commun aux albumines et aux globulines. En
fin de germination, le tétramère BBBB passe des globulines aux albumines.

On peut penser que les différents comportements de chacun des tétramères
provient de leur hétérogénéité de composition. Cette hétérogénéité leur confère
des propriétés différentes, peut-être des fonctions différentes. Pour en savoir plus,
il est nécessaire de purifier chaque tétramère, de les étudier séparément, d'étudier
les interactions de chacun d'eux avec tous les autres, et avec les globulines et les
albumines (travail en cours).

Une autre question est de savoir quelle nouvelle fonction nécessite la formation

des tétramères BBBB en fin de maturation. S'agit-il de la formation des corps
protéiques et de leur membrane? Ceci confirme la nécessité de relier cet événement
avec ceux observés in vivo dans la graine en maturation: microscopie électronique
(Prévosti, 1978), caractérisation chimique et structurelle des corps protéiques.

Au cours des expériences de germination, nous avons remarqué que le liquide
de germination contenait une activité agglutinante. A 48 h de germination, 300
graines ont libéré environ 70 mg de matériel non dialysable dont le titre
d'agglutination est de 16/mg. Alors que ces expériences étaient faites, un article de

Fountain & al. (1977), montrant la libération de lectines par les graines de soja
est paru. Les auteurs montrent que ces lectines ont la même spécificité que celles
de l'embryon et concluent que ce sont vraisemblablement les mêmes, et que leur
localisation est extracellulaire. Cependant chez Phaseolus vulgaris, elles n'ont pas
du tout les mêmes propriétés. Elles ne peuvent être purifiées sur Sépharose-
thyroglobuline, elles ne précipitent pas avec la thyroglobuline, mais précipitent avec
l'extrait brut, les globulines et les albumines de l'embryon. Ce ne sont pas les

lectines de l'embryon qui réagissent, car purifiées elles ne donnent aucun arc de

précipitation avec le liquide de germination (fig. 12). Une lectine identique existe
dans les téguments de la graine.

Fig. 12. — Comme figure 7; plus: ET: extrait brut de tégument; Liq: liquide de germination.
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Discussion

Les lectines des embryons de Phaseolus vulgaris sont constituées des 5 tétra-
mères qu'il est possible de former à partir de deux sous-unités A et B dont les

propriétés sont les suivantes:

— A a un point isoélectrique supérieur à celui de B;

— A a un poids moléculaire supérieur à celui de B;

— A est à l'origine de l'activité érythroagglutinante;
— A a plus d'affinité pour la thyroglobuline que B.

L'activité et les propriétés physico-chimiques des tétramères dépendent de leur
composition en sous-unité A et B.

La proportion de sous-unité A et B est à peu près équivalente ([A] légèrement
supérieur à [B]) que ce soit dans albumines ou globulines. Ceci devrait aboutir
dans ces deux familles protéiques à des tétramères de même composition. En
fait, la polymérisation en tétramère a surtout donné des hétérotétramères dans les
albumines (polymérisation au hasard entre A et B) et des homotétramères dans les

globulines (polymérisation non au hasard). On peut penser que sitôt leur synthèse,
une forte proportion de A d'une part, et de B d'autre part, sont ségrégués dans des

compartiments cellulaires différents. Ainsi, leur polymérisation peut aboutir aux
homotétramères observés dans les globulines. Le reste des sous-unités A et B, non
ségrégués dans des compartiments cellulaires, polymérisent en hétérotétramères et
sont albuminiques

Les seuls travaux du même genre (pour l'instant les seuls) qui ont été faits pour
étudier la répartition des lectines dans les albumines et les globulines de Phaseolus
vulgaris sont ceux de Pusztai & Watt (1974). Mais les techniques utilisées sont
différentes (méthode d'obtention des albumines et globulines, analyses électropho-
rétiques) et les résultats peu comparables: la majorité des lectines sont albuminiques.

Elles sont constituées par un groupe de nombreuses "isolectines" variant par
leur point isoélectrique. Le diagramme obtenu en électrofocalisation est aussi
complexe que celui que nous obtenons en électrophorèse à pH 8.3. Ces isolectines
sont constituées de deux sous-unités de PM 30 000 et 35 000 (correspondant à

celles que nous appelons respectivement B et A) et sont présentes dans les
albumines suivant le rapport 3/1. En revanche, dans les globulines, il n'existe que la
sous-unité de PM 30 000, bien que le diagramme en électrofocalisation reste aussi
complexe. En outre, les activités érythroagglutinantes et leucoagglutinantes
semblent portées par la même sous-unité de PM 30 000 (B). Ces résultats contradictoires

demandent à être expliqués, d'autant plus que ce n'est pas dans la différence
de variété utilisée que résident ces contradictions, car un échange de graines ayant
eu lieu entre nos deux laboratoires, les résultats restent inchangés.

Les lectines représentent environ 12% des protéines de l'embryon. Leur apparition

pendant la maturation coïncide avec celle des protéines de réserve de la graine
(Rouge, 1975,1976). Ceci suggère fortement qu'elles en font partie.

Les réserves protéiques de la graine se caractérisent par une dessiccation très
poussée (rarement observée pour des protéines) et une structuration ordonnée et
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compacte en un volume minimum, compatible avec les possibilités de dissémination

de la graine. Les organites de stockage de ces réserves sont les corps pro-
téiques. Les processus de regroupement et d'agrégation des molécules lectiniques
vers ou dans les corps protéiques pourraient être favorisés par les interactions lectines-
lectines. D'autre part, une graine contient environ 10% d'eau, ce qui est très faible
puisque l'eau dite "liée" à une protéine, nécessaire au maintien de sa structure
spatiale est de l'ordre de 20 à 50%. Ainsi, dans la graine, cette eau est sûrement
cantonnée dans les protéines et non dans l'amidon. De plus, les phénomènes d'agrégation

entre protéines (lectines) peuvent favoriser une telle dessication. En effet,
les interactions de l'eau avec la surface des protéines, nécessaires à leur maintien,
peuvent être remplacées peu à peu, en fin de maturation de la graine, par des
interactions du même type (électrostatiques), non plus eau-protéines, mais protéines-
protéines. La capacité d'interaction lectines-lectines pourrait participer à ce phénomène.

Par ailleurs, les interactions suggérées par l'observation expérimentale entre les
lectines et d'autres molécules de l'extrait, permettent d'étendre de tels mécanismes

à l'ensemble des protéines de la graine: regroupement des réserves protéiques
en des structures ordonnées, compactes et deshydratées que constituent les corps
protéiques et leur membrane. L'étude des corps protéiques purifiés, de leur
organisation spatiale et de la localisation des lectines permettra d'approfondir la question

(Miège & Mascherpa, 1976).
Pour conclure, il est nécessaire d'insister sur le fait que ces glycoprotéines, dont

la fonction principale semble être celle de réserve protéique peuvent avoir des
fonctions secondaires. Beaucoup de chercheurs (Bohlool & Schmidt, 1974;
Wolpert & Albershaim, 1976; Dazzo & Hubbell, 1975) travaillent sur
l'hypothèse que les lectines des graines de légumineuses interviennent dans les
interactions avec les micro-organismes et en particulier le Rhizobiurn symbiotique
des légumineuses. Les interactions sont en effet très spécifiques d'une espèce ou
d'une variété à l'autre. Si les lectines, protéines de réserve, ont une certaine
utilité pour la plante dans ces interactions spécifiques vitales avec le Rhizobiurn
(fixation de l'azote) on peut penser que cette fonction secondaire peut prendre de

l'importance dans la sélection évolutive.
D'autre part, il est certain que les lectines, détectées de plus en plus fréquemment

dans tout le règne vivant ont des fonctions variées. Il est évident que les
interactions spécifiques entre un sucre ou une structure exposant des sucres, et des

protéines sont la base de nombreux mécanismes biologiques dans la nature, et
en particulier des mécanismes de reconnaissance. Les lectines des téguments, libérées

dans le milieu de germination et précipitant avec l'extrait protéique de
l'embryon ont sûrement une fonction différente de celles de l'embryon qu'il serait
intéressant de caractériser.
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