
Volume 52, number 1 FEBS LETTERS March 1975 

MISE EN EVIDENCE D’UN RECEPTEUR D’UDP-GLUCOSE DANS LES MEMBRANES 
MICROSOMIQUES DES HEPATOCYTES DE RAT 

J. FROT-COUTAZ, G. BERTHILLIER et R. GOT 
Laboratoire de Biochimie des Membranes (ER. CNRS No. 66), UniversitJ Claude Bernard, 

Lyon I, 69621 Villeurbanne, France 

Received 3 December 1974 

summary 
Rat liver microsomal membranes have been shown to contain a biosynthetic pathway of UDP-glucose. In addition, they are 

able to bind UDP-glucose in a reversible manner. As UDP-glucose is also metabolized in these membranes, the study of the binding 
has been performed with a microsomal Triton X 100 extract. This reversible binding depends on pH (maximum at pH 8.1) and 
manganous ions, and disappears at pH 6.5. It exhibits a high affinity (Kdiss = 3 PM), and a narrow specifity for UDP-glucose. 
Proteolytic digestion inhibits the binding up to 90%, showing that the UDP-glucose receptor has a proteic nature. 

These binkng characteristics have been also found in the membranes themselves, indicating that the detergent solubilization 
does not destroy the protein binding capacity. 

1 . Introduction 
Q 

Au tours de travaux rCcents effectks sur le 
mktabolisme membranaire de l’UDP-glucose [ 1,2] , il 
nous est apparu que ce metabolite se fixait r&ersible- 

ment sur les microsomes de foie de rat. Ce fait 

expkrimental nous a conduit g rechercher la prksence 
Cventuelle d’un rkepteur membrauaire spkifique de 

ce nucl6otide sucre. Le but de cette note est de donner 
les principales caractkristiques de cette fixation et de 
prkiser la nature du rkepteur. 

2. Materiel et methodes 

La puretC de la fraction microsomique, pkparCe 
selon une mkthode prkkdemment d&rite [3], a 6tB 
vtrifiCe par le dosage des enzymes marqueurs 
classiques [4] . 

La fixation d’UDP-glucose sur les membranes est 
Bvaluke en incubant la fraction microsomique (2 mg 
de protkines), dans un tampon Bicine pH 8.1,40 mM, 
en presence d’ 1 @i d’UDP-glucose l4 C (U) (Radio- 
chemical Centre Amersham, radioactivitt! spkifique 
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260 mCi/mmol) et de MnClz 1 mM. Aprb 40 min g 
tempkrature ambiante, le milieu est diluC 10 fois par 
le tampon approprik, puis centrifugt! 45 min g 

105 000 g. Le culot membranaire est 1avC une fois 
dans les memes conditions, repris dans 200 ~1 de 
tampon et s&he ?I 50°C dans des flacons de comptage. 
Apr&s dissolution par 1 ml de soldne, la radioactivit6 

est d&terminee par addition de 10 ml de liquide 
scintillateur (PPO 4 g, dimBthy1 POPOP 0.1 g, tolukne 

1 litre). Dans ces conditions, les rendements de 
comptage sont de 80%. 

Un extrait soluble est prtpark en homogCn&isant 

les microsomes (6.7 mg de protGnes/ml) dans un 
tampon MES pH 6.5,lO mM, contenant du NaCl 
(0.15 M) et du Triton X 100 (0.17% . v/v). Aprks 

1 hr de centrifugation $200 000 g, un surnageant 
limpide est obtenu qui contient 25% des protkines 
initiales. Les fixations sont r&li&es en incubant g 
tempkature ambiante, 0.400 mg des prottines ainsi 
solubiliskes dans 0.4 ml du milieu choisi, en prksence 
d’UDP-glucose l4 C. Aprils des temps dktermink, la 
radioactivitC 1iCe est sCpart?e de la radioactivitk libre 
par filtration sur colonne de Sephadex G 50 (1.2 X 28 cm) 
Bquilibree par le tampon d’incubation. La radioactivitk 
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des fractions eludes est determinee SW des parties 

aliquotes comme ci-dessus. 
L’identite du constituant radioactif lie est verifide 

sur un complexe obtenu par filtration en tampon 
volatil, trimCthylamine acide acetique pH 8.3,0.2 M; 
le complexe est rompu par passage A pH acide et 
l’analyse des produits lib&es est realisee par chromato- 

graphie en couche mince de PEI cellulose avec LiCl 

0.3 M comme solvant [5] . 
L’action de la pronase (B-grade, Calbiochem) est 

realisee en ajoutant au milieu d’incubation 0.010 ml 

d’une solution de pronase a 1 mg/ml. 

Le dosage des proteines est effectue par la methode 
de Lowry et al. [6]. 

3. Rhltats et discussion 

Pour la mise en evidence dun recepteur membranaire, 
la methodologie classique consiste a Ctudier la fixation 
de radioactivite au niveau membranaire en presence 
du ligand marque. Toutefois, dans notre cas, une 
difficult6 particuliere se presente du fait qu’il existe 
dans les membranes microsomiques un transfert de 
glucose, a un accepteur endogene, a partir d’UDP- 
glucose. Par consequent, la radioactivite apparue au 
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Fig. 1. Cinetique de fixation de l’UDP-glucose. Le milieu 
d’incubation contient, pour un vol final de 0.4 ml : 0.4 mg de 
protiines, 4 X 10e6 mmol d’UDP-glucose “C, 50 X lo-” 
mmol de tampon Bicine (N, TV’-Bis-(2-hydroxyBthyl)-glycine 
pH 8.1, 0.36 X 10-a nimol de MnCl,. La temperature 
d’incubation est de 20°C. La fleche verticale indique l’addition 
de 340 X 10v6 mmol d’UDP-glucose darts le but d’effectuer 
une dilution isotopique. 

niveau membranaire pouvait ttre due a une fixation 
de glucose par liaison covalente a l’accepteur endogene 
[2]. C’est pourquoi nous avons Cte amen6 a travailler 

tout d’abord sur un extrait soluble obtenu en traitant 
les membranes par le Triton X 100. 

Fig.1 reprtknte la cinetique de fixation d’UDP- 

glucose a une macromolecule de cet extrait. 
La dilution isotopique rklide apres 60 min d’incu- 

bation met en evidence la reversibilite de la fixation. 
La variation de la quantite d’UDP-glucose lie en 

fonction du pH est don&e sur la fig.2. Un optimum 

tres net apparait a pH 8.1. La fixation est pratiquement 
nulle a pH 6.5.11 est interessant de preciser que I’UDP- 
glucose fixe au pH optimum est partiellement lib&e 

par incubation subsequente a pH 6.5. 
La constante de dissociation a Bte determinCe selon 

Scatchard [7] (fig.3), les concentrations en UDP-glucose 
variant de 1.25 . low3 mM a 40 . 10m3 mM. On obtient 
ainsi une valeur de 3 . 10m3 mM pour la constante de 

dissociation du complexe. 
Les resultats du tableau 1 montrent qu’un cation 

divalent est necessaire a la fixation d’UDP-glucose. Le 

Fig.2. Action du pH sur la fixation d’UDP-glucose. Les milieux 
d’incubation sont identiques h ceux de la fig.1 excepti pour 
les pH inferieurs a 7 ou le tampon utilid est le tampon MES 
(acide morpholinodthansulfonique). 
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Fig.3. Representation selon Scatchard de la fixation d’UDP- 
glucose. Les conditions d’incubations sont les mdmes que 
celles de la fig.1 sauf en ce qui concerne la concentration en 
UDP-glucose “C qui varie de 1.25 X 10e3 mM i 40 X 10e3 mM. 

manganese s’avere le plus efficace et a un degre moindre 
le calcium alors que le magnesium, le cobalt et le zinc 
sont sans action. L’inhibition obtenue avec I’EDTA 
confirme ce role du manganese. 

La specificit& de fixation est demontree par des 

essais dans lesquels l’UDP-glucose l4 C est mis en 

competition avec des nucleotides sucres qui en different 
soit par le nucleotide, soit par le sucre. Bien que la 
concentration des competiteurs soit 2.5 fois superieure 
Q celle du ligand marque, seuls l’UDP-N-acetylglucos- 

amine et lo GDP-glucose entrainent une legere diminu- 
tion de la radioactivite lice (tableau 1). Par contre, des 

experiences similaires, rklisees avec l’UDP ou le 
glucose, mettent en evidence une importante inhibition 

de la fixation. I1 semble done que le centre actif du 

recepteur posdde des proprietes steriques adaptees a 
la reconnaissance du constituant nucleotidique aussi 
bien que glucidique de l’UDP-glucose. 

La metabolisation possible de l’UDP-glucose au 
niveau microsomique necessite de verifier la nature de 
la radioactivite BxCe. La chromatographie sur PEI- 

cellulose permet de separer I’UDP-glucose des autres 

metabolites, glucose-l-phosphate, glucose-6-phosphate 
et glucose. Toute la radioactivite, liberee a pH acide, 
se retrouve au niveau de l’UDP-glucose. 

Apres 40 min d’incubation en presence de pronase, 
on ne retrouve, dans le pit d’exclusion de la colonne 
de Sephadex G 50, que 10% de la radioactivite d’un 
temoin incubi dans les mdmes conditions, mais sans 

pronase. Ce resultat confirme la nature proteique du 
constituant membranaire capable de fixer l’UDP-glucose. 

Tous ces resultats ont et& obtenus sur un extrait 

Triton. Nous avons alors cherche si les caracteristiques 

de fixation de l’UDP-glucose sur la proteine membran- 
aire solubilisee se retrouvaient au niveau de la mem- 
brane intacte. Les resultats du tableau 2 confirment 

que les microsomes sont effectivement capables de 

futer de l’UDP-glucose, a pH 8.1, en presence de Mn2+ 

Tableau 1 
Action de diverses substances sur la fixation d’UDP-glucose 

Composition des Nombre de pmol d’UDP-G fiides 
milieux /mg de protdines/min d’incubation 

- 

Milieu complet* 40 * lo-’ 
+ UDP-galactose (25 PM) 42 - lo-’ 
+ UDP-N-Acetylglucosamine (25 PM) 29. lo-’ 
* UDP-Mannose (25 PM) 41 * lo-’ 
+ GDP-Glucose (25 PM) 33.10“ 
+ ADP-Glucose (25 PM) 37 * lo-’ 
+ Glucose (25 PM) 18. lo-’ 
+ UDP (25 PM) 12.5.10“ 
+ EDTA (5 mM) 9.6. lo-’ 

Milieu sans cations divalents 
+ Ca+* (1 mM) 
+ Zn” (1 mM) 
+ Co++ (1 mM) 
+ Mg* (1 mM) 

8. lo-’ 
21.5 * lo-’ 

7.3 * lo-’ 
9.5. lo-’ 

8. lo-’ 

* Le milieu d’incubation est identique h celui de la fig. 1. 
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Tableau 2 
Action de differents traitements SW la liberation de I’UDP- 

glucose 14C fixd au niveau des membranes microsomiques des 
hepatocytes de rat 

Microsomes 
temoins 

0.08 

Lavage i 
pH 6.5 

0.042 

Lavage par 
EDTA 5 mM 

0.04 

Dilution 
isotopique 

0.032 

Les microsomes sont incubes comme il est indique dans le 
paragraphe ‘Materiel et methodes’. Les dilutions sont effec- 
t&es soit par le tampon d’incubation (microsomes temoins), 
soit par ce meme tampon contenant de I’EDTA (EDTA 5 mM) 
ou 325 . 1OM6 mmol d’UDFglucose (dilution isotopique 85), 
soit dans le tampon MES pH 6.5. Les resultats sont exprimes 
en nanomoles d’UDP-glucose fix& par mg de proteines. 

(1 mM) et que cette fixation est partiellement reversible 

puisque la dilution isotopique, l’acidification du milieu 

ou l’addition d’EDTA liberent plus de 50% de la 
radioactivite. 11 est vraisemblable que la radioactivite 
non lib&e correspond au glucose r4 C lie par liaison 
covalente a la suite du transfert a un accepteur endogene 
CvoquC plus haut [2]. 

Ainsi, la proteine receptrice d’UDP-glucose peut 
&tre solubilide par le Triton X 100 sans perte de son 
activite de fixation. Divers recepteurs membranaires, 
pour l’insuline [8], des glycoproteines desialylees [9] 

ou l’acbtylcholine [ lo] , ont pu dtre solubilises dans des 
conditions similaires, sans denaturation. 

La presence de sites de fixation de I’UDP-glucose 
dans les membranes microsomiques des hepatocytes 

de rat amene Bvidemment a s’interroger sur leur 
signification physiologique. Rappelons que, dans ces 
membranes, 1’UDPglucose est au centre d’un systbme 
metabolique relativement complexe, comprenant, 

d’un ci36, sa biosynthese et de l’autre, son utilisation. 

11 est plausible d’envisager que le recepteur specifi- 

que fait partie de ce systeme. 
Deux hypotheses pourraient alors dtre 6mises: 1) 

k4 proteine receptrice assure, par retro-inhibition, la 

regulation de la biosynthese, selon un processus de 
modification conformationnelle analogue a ceux 

proposes pour l’action de I’insuline [ 1 l] ; 2) la 

proteine receptrice est impliquee dans un systeme de 
transport de l’UDP-glucose permettant l’acces de ce 
substrat donneur aux diverses glucosyltransferases 

membranaires [2], puisque les membranes microsomi- 

ques sont impermeables a de tels anions [ 121. 
Des travaux sont en tours afm de determiner les 

proprietis du rtcepteur et de preciser son role 
physiologique. 
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