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Summary 

Rat liver microsomal membranes have been shown to contain an UDP-glucose binding protein. Its mol. wt was 
estimated to be 120 000 by gel filtration and by ultracentrifugation in a sucrose gradient. The receptor activity 
was purified by gel filtration on Sephadex G 200 and analysed by gel-electrofocusing. 

1. Introduction 

Dans un precedent travail [l] , nous avons montre 
l’existence, dans les membranes microsomiques des 

hepatocytes de rat, d’une proteine capable de lier, 
specifiquement et reversiblement, l’UDP-glucose. Cette 
proteine pouvait Btre solubilisee par le Triton Xl 00, 

sans perte de son activite de fixation. Nous avions pu 
donner les principales caracteristiques de cette fnation 

et preciser la nature protdique du recepteur. 
Poursuivant ce travail, malgre les t&s faibles quan- 

tit& disponibles et les difficult& d’identification de 

cette proteine, nous avons determine son poids mole- 
culaire, par des methodes d’ultracentrifugation et de 
filtration sur gel. 

du milieu d’incubation prepare, et renouvele 4 fois. 
Les chromatographies sur gel son? effectuees sur 

colonne (2 X 34 cm) d’Ultroge1 (LKB) AcA 44 (poids 
moleculaire d’exclusion 130 000), AcA 34 (poids 
moleculaire d’exclusion 400 000) et de Sephadex G 

200, equilibrees contre le tampon Bicine contenant 
0.1% de Triton X100. Des fractions de 2 ml sont 

recueillies, sechees dans les pots de comptage et re- 
prises par 0.5 ml de Soluene (2 h a 4O’C). La radio- 

activite est determinee comme precedemment [l] . 
LAX ultracentrifugations sont effectuees en gradient 
de Saccharose 5-20% dans l’ultracentrifugeuse Beck- 

man LV 50 (rotor SW 50). Apres 15 h de rotation a 

39 000 rpm (120 000 g), des fractions de 0.25 ml sont 
recueillies dans l’appareil Isco et la radioactivite est 
determinee comme ci-dessus. 

2. Materiel et mkthodes 
3. R&nltats et discussion 

Un complexe radioactif est obtenu en incubant 
l’extrait soluble [l] ,40 min a 22°C en tampon Bicine 
0.05 M, pH 8,1, contenant MnCls (1 mM), en presence 
d’UDP-glucose l4 C(U) (Radiochemical Centre Amers- 
ham, radioactivite specifique 260 mCi/mmol). L’es- 
sentiel de la radioactivite libre est elimine par 2 heures 
de dialyse avec agitation, a temperature ambiante, 
contre un volume de tampon Bicine, contenant du 
Triton Xl 00 (0.1% v/v), Bgal Q 1000 fois le volume 

La recherche dune capacite de fixation d’UDP- 
glucose darts plusieurs dizaines de fractions, prove- 
nant d’une chromatographie ou d’une ultracentrifu- 
gation, s’avere extr&mement laborieuse et peu sensible 

du fait de la dilution. En effet, chaque fraction doit 
^etre incubde en presence du ligand radioactif et sou- 
mise a une chromatographie sur colonne de Sephadex 
G 50. Aussi avons nous Bte amen6 a constituer le com- 
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Fig. 1. Chromatographie SUI colonne d’Ultroge1 Aca 44. On 
d8pose, sur la colonne, 2 ml (2 mg de protdine) du milieu 
incubi et dialysb (cf. Matkriel et Mkthodes). L’htalonnage 
de la colonne est realis& $ l’aide de la ferritine (Fe, poids 
molkulaire 460 000), qui donne le volume d’exclusion, de 
la glutamate dkshydrog&nase (GDH, poids mol&ulaire 
330 000), de la glucose 6-phosphate d&hydrog$nase (G- 
6-PDH, poids mol&culaire 110 000) et de la serum-albumine 
humaine (SAH, poids mol8culaire 65 000). 

plexe radioactif par we seule incubation p&able. 
Une dialyse rapide permettait d’Climiner une grande 

partie du ligand non 12 et d’6viter aussi de deposer 
sur colonne ou sur gradient des quantiths de radio- 

activitk trop ClevBes. 11 faut prkiser que la dialyse 
Blimine environ 80% de la radioactiviti presente ini- 
tialement sans entrainer une dissociation notable 

du complexe . 
La filtration sur Ultrogel AcA 34 fait apparaitre la 

radioactivik like au voisinage du volume d’klution, 
c’est pourquoi nous avons utilis.6 SUltrogel AcA 44. 
L’italonnage de la colonne (fig.1) donne un poids 
molBculaire apparent de l’ordre de 120 000 pour la 
protkine rkeptrice d’UDP-glucose. La radioactivitk 

libre restant aprBs dialyse est Bluke g environ 2 fois le 

volume d’exclusion. Notons que l’int6rSt de 1’Ultrogel 
par rapport au Sephadex rt%ide essentiellement dans 
une vitesse de filtration nettement supkrieure (2 $3 

fois), ce qui permet Bvidemment un gain de temps 
considkrable et limite ainsi la dissociation du complexe. 

L’analyse de l’ultracentrifugation en gradient de 
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Fig.2. Ultracentrifugation en gradient de saccharose S-20%. 
On d&pose, sur le gradient, 0.2 ml (0.2 mg de protiine) du 
milieu incubi et dialysd (cf. Materiel et Mkthodes). L’h&mo- 
globine (Hb) et la glucose 6-phosphate dishydrogenase (G 
6-PSH) sont utilis6es comme marqueurs. La concentration 
en hCmoglobine est mesur6e i 420 nm. L’activitB enzymatique 
est don&e en unit& arbitraires. 

Fig.3. Chromatographie sur colonne de Sephadex G 200. 
MBmes conditions que dam la fig.1. Les fliches verticales 
donnent le volume d’klution de la ferritine (Fe), de la serum- 
albumine humaine (SAH) et du cytochrome c. Les activites 
enzymatiques, glucokinase, phosphoglucomutase et uridyl- 
transfkrase, sont don&es en unit& arbitraires. 
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saccharose situe le pit de radioactivite like lkgdrement 
en avant du pit d’activitk de la glucose 6-phosphate 
deshydrogtkase (fig.2). Le poids mokulaire apparent 
de 120 000 est ainsi confirm& 

Pour complkter ces rkltats, nous avons kgalement 
r&lid une filtration sur Sephadex G 200. La courbe 
d’6lution de la fig.3 donne sensiblement le mdme poids 
molkulaire pour la radioactivitk lithe. 

Toutefois, cette technique prksente un intkdt sup- 
plkmentaire. En effet, les enzymes impliqu& dans la 
vois membranaire de biosynthise de l’UDP-glucose 
[2] sont Bgalement solubilisks par le Triton Xl00 et 
se trouvent, par condquent dans l’extrait soluble uti- 
lisk. Or, ces enzymes, qui ont pour substrat le glucose 
ou ses d&iv&, pkentent une certaine affinite pour 
le dextran constituant le Sephadex, ce qui peut 
entrainer un retard dans leur Ablution. On &pare ainsi 
nettement le complexe radioactif des enzymes. L’klec- 
trofocalisation en gel d’acrylamide (fig.4) met en 
bvidence le degrd de purification obtenue pour le com- 
plexe: on n’y voit apparaitre que 4 bandes contre une 
trentaine pour l’extrait total. Malheureusement, l’ilec- 
trophorkse en gradient de pH entrainant une dissocia- 
tion du complexe et la lib&ration de l’UDP-glucose 
*4 C il n’a pas BtB possible d’identifier la bande corres- 
ponhant A la protkne rkeptrice. 
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Fig.4. Electrofocalisation en gel d’acrylamide [ 31. (a) Extrait 
soluble; concentration en protiine 28 mg/ml, (b) Fractions 
56-60 correspondant au sommet du pit de radioactivit6 like 
obtenu aprbs chromatographie SUI Sephadex G 200 (cf. fig.3); 
la concentration en proteme est amen&e i 1,2 mg/ml. Le grad- 
dient de pH est ktabli de 3,s g 9. Appareil Multiphor (LKB). 
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