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SUMMARY 

Rat liver glucokinases. Purification and properties of the microsome-bound forms 
Particulate glucokinases (ATP:D-glucose 6-phosphotransferase, EC 2.7.1.2 ) 

from rat  liver were localized in sucrose density gradient subfractions of the microsomal 
fraction. Most of this activity was extracted in soluble form with o.I °/o (w/v) Triton 
X-ioo. A purification is described which involved (NH4)~SO a fractionation and the 
use of DEAE-Sephadex and DEAE-cellulose. By gel filtration on Bio-gel, two active 
fractions, GI  and G2, were obtained with a 76o-fold purification for GI  and 25o-fold 
one for G2. As assessed by  polyacrylamide column, the molecular weights of rat  
hepatic glucokinases were 12o ooo for GI  and 5 ° ooo for G2, respectively. The prepa- 
rations had specific activities of 1.15 #moles/rain per mg of protein for GI  and 0.37 
for G2. The enzymes were found to have different temperature stabilities and pH 
sensitivities. They catalyzed the phosphorylation of glucose, glucosamine and, to a 
lesser extent, fructose, but  significant differences were noted between the interactions 
of GI  and G2 with their substrates. Each purified glucokinase presented two apparent 
Km values for glucose, glucosamine and ATP. These results suggested an activation 
of the catalytic activity of GI  and G2 by  high concentrations of the substrate. 

The other sugars tested, 2-deoxy-D-glucose, N-acetyl-n-glucosamine, D-man- 
nose, D-galactose and D-xylose, were not phosphorylated. 

The properties of glucokinases were briefly compared with those of other 
phosphotransferases. 

INTRODUCTION 

Des t ravaux r6cents 1-5 ont montr6 la pr6sence dans le foie de rat, de quatre 
hexokinases solubles qui comprennent trois enzymes ~ faible Km et un enzyme/t  Km 
~lev6. Ce dernier enzyme consid6r6 comme une glucokinase a 6t6 tr~s 6tudi66-1°; il 

* Ce m6moire consti tue une part ie de la th6se de Doctorat-es-Sciences Physiques  qui sera 
soutenue par  G. B. devant  la Facult6 des Sciences de Lyon. 
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semble cependant n'avoir 6t~ trouv6 que dans la fraction surnageante d'un homog6nat 
de foie de rat. PARRY ET WALKER 6 ont obtenu une pr6paration 870 fois purifi6e dont 
les propri6t6s ont 6t6 compar6es h celles des autres phosphotransf6rases. 

A partir de travaux poursuivis dans ce laboratoire n on pouvait conclure qu'il 
existait 6galement une glucokinase lide ~ des particules cellulaires du foie de rat. Dans 
cet article, la localisation subcellulaire de l'activit6 glucokinasique est pr6cis6e, une 
m6thode d'extraetion et de purification est d6crite et les principales propri6t6s des 
enzymes isolds sont 6tablies et discut6es. 

MATI~RIELS ET MI~THODES 

Matdriels 
Les foies sont pr~lev6s sur des rats Wistar pesant 250 300 g, nourris ~ volont6. 
L 'ATP (sel disodique), le NADH, le NADP +, I'ADP, le phospho6nolpyruvate, le 

glucose 6-phosphate, la pyruvate kinase (EC 2.7.I.4O), la glucose-6-phosphate d6s- 
hydrog6nase (EC I.I.i.49), la 6-phosphogluconate d6shydrog6nase (EC 1.1.1.44 ) et 
la lactate d6shydrog6nase (EC 1.1.1.27) du coeur de porc sont des produits Boerhinger 
et Soehne (Mannheim). La trypsine (EC 3.4.4.4) et la pepsine (EC 3.4.4.1) proviennent 
de Worthington, le p-nitrophenyl phosphate, le cytochrome c et la serumalbumine 
bovine de Sigma. Tousles autres produits chimiques sont de qualit6 analytique. 

Mdthodes 
Dosages enzymatiques 
L'activit6 hexokinasique est dos6e ~ l'aide du spectrophotom+tre Beckman DB 

6quip6 de l'enregistreur IO pouces thermostat6 5 3 °o (temp6rature prise dans les cuves). 
Deux m6thodes sont elnploy6es. Dans la premiere, on suit la formation de glucose 
6-phosphatO en pr6sence d'un exc+s de glucose-6-phosphate d6shydrogdnase, de 6- 
phosphogluconate d6shydrog6nase 12 et de NADP +, il apparait du NADPH qui pr6- 
sente une bande d'absorption 5 34 ° nm. Le mdlange r6actionnel, d'un volume total 
de 3 ml, dans une cure de quartz de I cm d'6paisseur, contient: Tris-HC1 (pH 8.1 
ou 8.4) 80 raM, NADP + 0.55 raM, ATP 3.7 raM, MgCI~ 7.4 raM, glucose-6-phosphate 
d6shydrog6nase (0.05 unit6), 6-phosphogluconate d6shydrogdnase (0.05 unit6), EDTA 
o.oi mM et 2-mercapto6thanol o.oi raM. Lorsqu'on effectue ce dosage sur des fractions 
particul6es, on ajoute ~ ce milieu 1%o de Triton X-Ioo. La pr6paration enzymatique 
est ajoutde sous un volume de 5-1oo/,1 suivant son degr6 de purification. La r6action 
est initi6e par addition du glucose: pour le dosage des hexokinases (ATP:o-hexose 
6-phosphotransferase, EC 2.7.1.1 ) h faible Km IOO #1 d'une solution 15 mM ; pour le 
dosage de la glucokinase (ATP:D-glucose 6-phosphotransf6rase, EC 2.7.1.2) 200 #1 
d'une solution 1.5 M. Si l'on veut doser les deux activit6s, ces additions sont effectu6es 
dans la m~me c u v e  13, ]a seconde 5 rain apr~s la premi+re. Apr+s initiation de la r6action 
et agitation du milieu r6actionne], la cin6tique enzymatique est enregistr6e durant 
5 rain, la partie lin~aire de la courbe 6rant prise comme vitesse initiale. 

La deuxi+me m6thode de dosage de l'activit6 hexokinasique est fond6e sur la 
mesure de I'ADP formO4; en pr6sence d'un exc+s de phospho6nolpyruvate, de pyru- 
vate kinase, de lactate deshydrog6nase et de NADH, il apparait du NAD+; on suit la 
disparition correspondante du NADH ~ 34 °nm.  Le m61ange r6actionne], d'un volume 
total de 3 ml, contient dans la cure du spectrophotom~tre: tampon Tris HC1 (pH 8.1 
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ou 8.4) 80 mM, ATP 3.7 mM, NADH o.15 mM, MgCI~ 3.7 mM, phosphodnolpyruvate 
3 mM, pyruvate  kinase (0.6 unit6), lactate deshydrog~nase (5 unitds), EDTA o.oi mM 
et 2-mercaptoethanol o.oi raM. On v6rifie l '6volution de l 'absorption puis on ajoute 
la pr6paration enzymatique sous un volume variant  de 5-1oo #1 suivant le degrd de 
purification. 

La r6action est initi6e par addition du substrat.  Le dosage permet de v6rifier la 
sp6cificit6 de la glucokinase grace ~ l 'utilisation de divers glucides comme accepteurs 
de phosphate. Suivant le cas 200 #1 d'une des solutions suivantes sont ajout6s: D- 
mannose 1.8 M, D-glucosamine 1.25 M, N-ac6tyl-D-glucosamine 0.6 M, D-galactose 
0.45 M, D-xylose 1.8 M e t  2-d6soxy-D-glucose 1.8 M. Pour le fructose i ml d'une so- 
lution 3.6 M est ajout6. Comme pr6c6demment, l '6volution de l 'absorption ~ 34 ° nm 
est enregistr6e durant  5 rain. 

Une unit6 d'hexokinase est d6finie comme 6tant la quantit6 d 'enzyme qui 
catalyse la formation d ' I /zmole  de glucose 6-phosphate par min ou d ' I /zmole  d 'ADP 
par min 3-6. 

On d6termine par les dosages spectrophotombtriques classiques l'activit6 de la 
cytochrome oxydase 15, de la phosphatase acide le, de la glucose-6-phosphatase 17, de 
la glucose-6-phosphate ddshydrog6nase 18, de la trypsine ~9 et de la pepsine 2°. 

Dosage des protdines 
Les prot6ines sont d6termin6es par la m6thode du biuret 21 dans les fractions 

brutes, et par le dosage dans l 'ultra-violet selon WARBURG ET CHRISTIAN 22 dans les 
pr6parations purifi6es ou dans les fractions 61u6es des colonnes. 

Eleetrophor~ses 
Les immuno61ectrophor&ses sont effectu6es selon la microm6thode de SCHEI- 

DEGGER 23 avec un immunserum de lapin obtenu par la technique suivante: 0.22 ml 
de pr6paration brute additionn6e de o.18 ml d 'adjuvant  complet de Freund sont 
inject6s par voie sous-cutan6e dans le flanc du lapin, I fois par semaine durant 3 
semaines. 

Estimation du poids moldculaire 
Le poids mol6culaire apparent  des enzymes purifi6s est estim6 soit par ultra- 

centrifugation en gradient de saccharose, soit par filtration sur gel de polyacrylamide. 
L'ultracentrifugation est effectu6e selon la technique de MARTIN ET AMES 24, 

La glucose-6-phosphate d6shydrog6nase, poids mol6culaire i i o  ooo, et l'h6moglobine, 
poids mol6culaire 68 ooo, sont utilis6s comme 6talons. 

La filtration sur gel d 'acrylamide est r6alis6e dans une colonne (2 cm x 30 cm) 
d 'un m61ange volume ~ volume de Biogel P IOO et de Biogel P 300 (Bio Rad Labora- 
tories) dans le tampon utilis~ au cours de la purification. La courbe d'6talonnage de 
la colonne, donnant la variation du volume d'61ution en fonction du logarithme du 
poids mol6culaire est obtenu par filtration d'al-macroglobuline de lapin, de glucose- 
6-phosphate d6shydrog6nase, de serumalbumine bovine, de pepsine, de trypsine et 
de cytochromme c dont les poids mol6culaires sont respectivement : 850 00025, I IO ooo, 
65 ooo, 35 ooo, 23 800, 12 5oo 2e. 

Fractionnement cellulaire 
20 rats sont utilis~s pour chaque pr6paration. Ils sont tu6s par d6capitation, le 

foie est aussit6t pr61ev6, plong6 dans une solution glac6e de saccharose 0.25 M ajust~e 
A pH 8.0, o.ooi M e n  EDTA. Toutes les op6rations suivantes sont effectu6es A 0-4 °. 
I1 est alors coup6 en tranches et soumis ~. des lavages successifs dans cette solution. 
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L'homog6nat (25%, p/v) est pr6par6 dans un broyeur type Pot ter-Elvehjem 
6quip6 d 'un piston en Teflon. Le milieu de broyage est constitu6 par un tampon 
Tris-HC1 o.oi M (pH 8.0) contenant du mercepto6thanol 4 mM, de I 'EDTA 4 mM et 
du saccharose 0.25 M. 

L'homog6nat ainsi obtenu est fractionn6: (I) Soit par la m6thode de APPEL- 
MANS et al. 15, selon le schdma ci-dessous: 

H o m o g 6 n a t  to ta l  

I Io m in  
6oo × g 

, ¢ 
N o y a u x  4/5 sup6rieur  
Cellules du S u r n a g e a n t  I post-nucldaire  
non  broy6es i5 m i n  

io  ooo × g 

Mitochondr ies  4/5 sup~rieur  
du S u r n a g e a n t  2 
pos t -mi tochondr ia l  

Lysosomes  

20 min  
25 ooo × g  

4/5 sup6rieur  
du S u r n a g e a n t  3 

i h  
lO 5 ooo × g 

Microsomes Phase  cy toplas-  
m ique  non  par-  
t iculaire 

Chaque fraction obtenue est lav6e 2 lois par le tampon de broyage et v6rifide 
par microscopie 61ectronique. 

(2) Soit par ultra-centrifugation en gradient discontinu de saccharose: 0.5 ml 
du Surnageant I post-nucl6aire obtenu comme pr6c6demment sont ddpos6s sur un 
gradient discontinu constitu6 de IO couches de 0.5 ml de solution de saccharose dont 
les concentrations vont de 27-670/0 . Apr6s 3 h de centrifugation A 38 ooo tours/min 
dans le Rotor SW-39 (Spinco Mod61e L), 30 fractions sont rfcup6rdes par ponction 
du fond du tube. 

Le Surnageant 3 du fractionnement selon APPELMANS et al. 15 est 6galement 
soumis ~ une ultracentrifugation en gradient de saccharose ~ 2 ml sont d6pos6s sur un 
gradient continu de Io -3o% de saccharose dans un tampon Tris-HC1 (pH 8.0) 5 mM 
avec, au fond du tube une butde de 2 ml de saccharose ~ 600/0 . Apr6s 16 h de centri- 
fugation A 18 ooo tours/rain darts le Rotor SW 25-1, 30 fractions sont r6cup6r6es comme 
pr6c6demment. 

Solubilisation de la glucokinase microsomique 
Les essais effectu6s avec divers d6tergents ont confirm6 que le Triton X-Ioo,  

d6tergent neutre, 6tait plus efficace que les autres d6tergents utilis6s. En particulier, 
les d6tergents cationiques, comme le d6soxycholate de sodium, tendent ~ inhiber 
l 'activit6 enzymatique. 
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Les microsomes pr6par6s comme ci-dessus, sont repris dans 3 lois leur volume 
de la solution de broyage contenant 1%o de Triton X-Ioo.  Apr~s 2 h de centrifugation 

lO5 ooo ×g,  on s@are ainsi les ribosomes et les membranes endoplasmiques qui 
restent en solution dans le surnageant. 

Purification de la glucokinase microsomique 
A partir  de cet extrait,  une pr@aration de glucokinase purifi6e est obtenue en 

utilisant une m6thode voisine de celle de PARRY ET WALKER6: le tampon "Tris" 
0.02 M (pH 8) contient EDTA 4 mM, mercapto6thanol 4 raM, MgSO 4 4 mM et glucose 
5 raM. 

La premiere 6tape, fractionnement par le (NHa)2SOa, permet d%liminer le 
Triton X-Ioo dans le pr6cipit6 obtenu A une concentration 1.8 M, en (NH4)2SO 4. Le 
surnageant obtenu est amen6 ~ une concentration 4 M (au lieu de 2.6 M) en (NH4)2SO 4. 

La deuxi~me ~tape de PARRY ET WALKER 6, chromatographie en cuve sur DEAE- 
Sephadex, est supprim6e. 

Dans l 'dtape suivante, chromatographie en colonne de DEAE-Sephadex, 
l 'enzyme est fixd sur l '6changeur 6quilibr6 contre le tampon "Tris", o.i M e n  KC1 et 
~lu6 par le m~me tampon,  0.3 M e n  KC1. 

La chromatographie sur DEAE-cellulose (DE 32, Whatman) est effectu6e avec 
un gradient lin~aire d'61ution, allant de o.15-o.6 M e n  KC1 dans le tampon "Tris". 
Les fractions (2 ml) actives sont rassembl~es et concentr6es par filtration sous vide 
A travers une ultra-gaine Schleicher et Schull. 

La m~me mdthode de concentration est utilis6e ~ la fin de la derni~re 6tape, la 
filtration sur Bio-gel. 

Les fractions actives ainsi concentr6es sont conserv~es A o 4 ° en solution satur6e 
en (NH4)2SO a. 

RESULTATS 

Localisation subcellulaire de l'activitd glucokinasique 
La d6signation des fractions est arbitraire. La composition r~elle des fractions 

particulaires est indiqude par la pr6sence d'enzymes marqueurs qui sont connus pour 
se trouver dans une fraction d6termin6e. 

La Fig. I donne le sch6ma de la r@artit ion des activit6s enzymatiques dans 
les diff6rentes fractions subcellulaires lav6es 2 lois, obtenues par la m6thode de frac- 
t ionnement de APPELMANS et al. 15. Les dosages de la cytochrome oxydase, de la phos- 
phatase acide, de la glucose-6-phosphatase, de la glucose-6-phosphate d6shydrog6nase 
permettent  de v6rifier l 'identit6 de chaque fraction puisque les activit6s maximales 
de chacun de ces enzymes se retrouvent respectivement dans les mitochondries, les 
lysosomes, les microsomes et le surnageant. L'activit6 hexokinasique est int6grale- 
ment  dans le surnageant alors que l 'activit6 glucokinasique se r@art i t  ~ peu pros 
6galement entre le surnageant et les microsomes, les lysosomes en contiennent tr~s 
peu. Afin d'61iminer l '6ventualit6 d'une contamination des lysosomes et des micro- 
somes, le surnageant post-nucl~aire est analys6 par ultracentrifugation en gradient 
de saccharose. La Fig. 2 donne la r@artit ion des activit6s enzymatiques dans les 
diff~rentes fractions du gradient. Les activit~s hexokinasique et glucokinasique se 
retrouvent exclusivement dans les fractions Oil se localisent 6galement la glucose-6- 
phosphatase, enzyme caractdristique du rdticulum endoplasmique et la glucose-6- 

Biochim. t3iophys. Mcta, 206 (197o) 1--16 
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Fig. I. R@partition des activit@s enzymat iques  de la cy tochrome  oxydase ,  la phosphatase  acide,  
la g lucose-6-phosphatase ,  la g lucose-6-phosphate  d6shydrog~nase,  l 'hexokinase et la g lucokinase  
darts les fractions subcellulaires du foie de rat. 
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Fig. 2. R6parti t ion des prot6ines et des diverses  act ivit~s  enzymat iques  dans un gradient  dis- 
continu de saccharose (27-67%) apr@s 3 h de centrifugation ~ 13o ooo x g (Rotor SW-39  , centri- 
fugeuse Spinco). En ordonn6e,  les activit6s enzymat iques  exprim6es  en concentrat ions  relat ives  
selon BEAUFAY et al.42: - - - - - - ,  A ~ 8 0 n m ;  0 - - - 0 ,  cytochrome oxydase;  - - - - - ,  phosphatase  
acide; + - - + ,  g lucose-6-phosphatase  et glucokinase;  © - - O ,  g lucose-6-phosphate  d6shydro-  
g6nase; ~ - - - / k ,  hexokinase .  En abscisses,  les num6ros d'ordre des fractions recueillies ~ partir du 
fond du tube. 

Fig. 3. R6parti t ion des prot@ines et  des activit6s enzymat iques  dans un gradient lin6aire de 
saccharose (lO-3O%) apr&s 16 h de centrifugation ~ 35 ooo × g (Rotor SW 25-1 Centrifugeuse 
Spinco) Les abscisses et  les ordonn6es sont  identiques  ~ celles de la figure pr6c6dente. - - - - - - -  
A~s0nm; + - - - + ,  g lucose-6-phosphatase;  O---O, g lucose-6-phosphate  d6shydrog@nase; - - -  
glucokinase;  / k - - A ,  hexokinase .  
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phosphate d~shydrog6nase connue pour fitre un enzyme dissout dans le cytoplasme. 
I1 faut noter qu 'au niveau de l 'activit6 maximale de la phosphatase acide, 

aucune activit6 glucokinasique ne se retrouve, ce qui exclut la possibilit6 d'une gluco- 
kinase lide aux lysosomes. 

L'ultracentrifugation en gradient continu de saccharose (lO-3O%) permet de 
s@arer sans ambiguit6 les microsomes et la phase cytoplasmique non particulaire 
part ir  du Surnageant 3, du fractionnement selon APPELMANS et al. 15. La r@artit ion 
des activit~s enzymatiques dans les fractions du gradient (Fig. 3) montre que l 'hexo- 
kinase se localise avec la glucose-6-phosphate d6shydrog6nase, dans les fractions 
16g~res du gradient. Quant ~t l 'activit6 glucokinasique, les deux tiers environ coincident 
avec l 'activit6 de la glucose-6-phosphatase dans les fractions lourdes, c'est-&-dire, 
les microsomes, le reste se situe sensiblement au mSme niveau que la glucose-6-phos- 
phate d6shydrog6nase. Pr6cisons que les deux pics d'activit~ enzymatique sont s6- 
par~s par une dizaine de fractions totalement d@ourvues d'activit6. 

T A B L E A U  I 

P U R I F I C A T I O N  D E  L A  G L U C O K I N A S E  P A R T I C U L I ~ E  D E  F O I E  D E  R A T  

Etapes de la Protdine A ctivitd A ctivitd Facteur de Rendement 
purification (mg) (U.I.)  spdcifique purification (%) 

(U.I./mg (fois) 
protdine) 

M i c r o s o m e s  1500  2.3 i .  5 ' 1 0  - 3  I I OO 
(NH4)2SO 4 5 0 0  0 .8  1 . 6 '  lO -2 I.O 5 35 
D E A E - S e p h a d e x  i 9  o .34  1 . 8 .  i o  -2 12 15 
D E A E - c e l l u l o s e  o .48  o .25  o .52  35o  I o .8  

P i c  I 
(GI)  o .13  o .15  1.15 760  6.5 

B i o - g e l  
P i c  I [ 
(G2) o .35  o .13  o .37  25o  5.7 

Purification de l'activitd glucokinasique lide aux microsomes 
La purification et le rendement obtenu par la m~thode d6crite sont donn6s dans 

le Tableau I. La pr6cipitation par le (NHa)2SO 4 1.8 M permet d'61iminer le Triton 
X-Ioo,  la glucose-6-phosphatase et les traces d'hexokinase qui peuvent contaminer 
cette fraction. La Fig. 4 donne le sch6ma d'61ution de la chromatographie sur coloflne 
de DEAE-Sephadex. L'6tape la plus fructueuse est la chromatographie sur colonne de 
DEAE-cellulose, avec gradient d'61ution, qui donne une purification d'environ 30 
lois par rapport  ~ l '6tape pr6c6dente et un rendement de l 'ordre de 700/0 . La Fig. 5 
donne le diagramme d'61ution de cette chromatographie : on peut constater que l 'acti- 
vit6 glucokinasique semble se r6soudre en deux pics. Toutefois, la s@aration de ces 
deux pics n 'est  pas assez nette pour justifier une r6cup6ration distincte de chaque pic. 
C'est donc le m61ange de toutes les fractions actives qui est chromatographid sur Bio- 
gel. 

La chromatographie sur Bio-gel (Fig. 6) met en 6vidence deux pics d'activit6 
que l 'on pent donc r6cup6rer s@aremment,  le premier pic sera appel6 GI  et le second 
G2. Ces deux fractions peuvent ~tre conserv6es plusieurs mois dans le (NH4)2SO 4 
satur6 ~ + 4  °, sans perte d'activit6 sensible. 

Biochim. Biophys. Acta, 2o6  (197 o) 1 - 1 6  
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Fig. 4- Chromatographic sur colonne de DEAE-Sephadex  de la glucokinase particul6e de foie de 
rat. L'exp4rience est effectu6e selon la description donn6e dans le texte. Q - O ,  A~80 nm; 0 - - O ,  

activit6 glucokinasique particul6e totale (unit6s/fraction) dos~e par  la M6thode I. La barre hori- 
zontale repr6sente les fractions actives r6unies. 

Poids moldcu/aire des fractions enzymatiques Gz et G2 
La conrbe d'6talonnage de la colonne de Bio-gel, tracde sur la Fig. 6 donne, 

comme poids mol6culaire apparent 12o ooo pour GI et 5 ° ooo pour G2. 
Le diagramme d'ultracentrifugation en gradient de saccharose (Fig. 7) des 

fractions actives provenant de la chromatographie sur DEAE-cellulose confirme ces 
chiffres. En effet le premier pic d'activit6 glucokinasique (GI) migre ldg6rement en 
avant du pic de la glucose-6-phosphate d6shydrog6nase (poids mol6culaire: I io  ooo) 
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Fig. 5. Chromatographic  sur colonne de DEAE-cellulose de la glucokinase particul6e de foie de 
rat. L'exp~rience est effectu~e selon la description donn6e dans le texte. O - - O ,  A2so nm; O - - O ,  
activit6 glucokinasique particul6e totale (unitds/fraction) dos6e par  la m6thode I ; × - -  × ,  molarit6 
en KC1 dans l'effiuent. La barre horizontale repr6sente les fractions actives r~unies. 

Fig. 6. Chromatographie  sur colonne de Bio-gel de la glucokinase particul6e de foie de rat. L'ex- 
p6rience est effectu6e selon la description donn6e dans le texte. O - - O ,  Azs0 nm; O - - O ,  activit6 
glucokinasique particuMe totale (unit~s/fraction) dos6e par  la M6thode i ; × - -  × ,  courbe d'6talon- 
nage de la colonne (logarithnle du poids mol6culaire en fonction du rappor t  entre le volume 
d'~lution Ve et le volume d'exclusion Vo). Les barres horizontales repr6sentent  les fractions 
actives r6unies. Les fl~ches verticales repr6sentent  respect ivement  : i, la glueose-6-phosphate d6s- 
hydrog~nase; 2, la serum albumine;  3, la pepsine; 4, la trypsine. 
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Fractions rec ueill~es pH 
Fig. 7. U l t r a cen t r i f uga t i on  en g rad ien t  de saccharose  (5-2o%),  t a m p o n  "Tris'" (voir tex te) ;  
14 h de cen t r i fuga t ion  ~ 38 ooo t o u r s / m i n  dans  le Rotor  SW-39 (u l t racent r i fugeuse  Spinco). lZn 
abscisses,  les n u m d r o s  d 'o rd re  des f rac t ions  recueilties pa r  ponc t ion  du  fond du tube.  En  ordonnde : 
× - - × ,  act ivi td  g lucokinas ique  part iculde to ta le  (unitds/fract ion) dos6e pa r  la M6thode  I ; O - - 0 ,  
act ivi td  de la g lucose -6-phospha te  ddshydrogdnase  (unitds/fraction) ; 0 - - 0 ,  A 4~s nm (hdmoglobine).  

Fig. 8. Var ia t ion  de l 'ac t iv i td  g lucokinas ique  par t iculde du foie de ra t  en fonct ion  du pH.  T a m p o n  
" T r i s "  (voir texte)  ]usqu'& p H  8. 5. Au  del~ de p H  8.5, t a m p o n  vdronal  sodique o.25 M. × - - × ,  
ac t iv i td  g lucokinas ique  par t iculde to ta le  de GI (uni tds/ml) ;  0 - - 0 ,  act ivi t~ g lucokinas ique  
par t i cu lde  to ta le  de G2 (unitds/ml).  Le dosage est  effectual pa r  la Mdthode I. 

qui prdc~de lui-m~me le pic d'hdmoglobine (poids mol6culaire: 68 ooo). Un deuxi~me 
pic d'activitd glucokinasique (G2) apparait dans les derni&res fractions du gradient: 
il correspond ~ un poids moldculaire nettement infdrieur & celui de l'hdmoglobine. 

Effet du pH sur l'activitd de Gz et G2 
Le pH optimum de GI, 8.1 diff~re ldg~rement de celui de G2, 8. 4 (Fig. 8). Dans 

les deux cas la diminution d'activit6 est tr~s accentu6e, de part et d'autre du pH 
optimum. 

I1 faut remarquer que, dans la zone de pH consid@de, 7.9-8.6, les activitds de 
la glucose-6-phosphate ddshydrogdnase et de la 6-phosphogluconate d6shydrogdnase, 
utilisdes au cours du dosage par la Mdthode i, varient peu18, 28. D'ailleurs, ces deux 

O,~ 

04 ~ X ~  

_o 0,2I 

°3.1 3:2 3:3 3~ > 
(l/T) × 103 

Fig. 9. Inf luence  de la t e m p d r a t u r e  sur  l ' ac t iv i t6  g lucokinas ique  par t iculde du foie de rat .  Les  
dosages  d ' ac t iv i t6  son t  effectuds a u x  t e m p d r a t u r e s  indiqudes  pa r  la Mdthode  I. x - - x ,  ac t iv i t6  
g lucok inas ique  de GI ; 0 - - 0 ,  ac t iv i t6  g lucok inas ique  de G2. 
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Fig. Io. Var ia t ion  de l 'act iv i t6  g lucok inas ique  part icuMe du foie de rat  en fonct ion  de la concen-  
trat ion  en glucose.  Repr6senta t ion  d 'Eadie ,  v --f(v/[S]).  Les dosages  sont  effectu6s selon la MG 
thode  i ,  au p H  o p t i m u m  de c h a q u e  fract ion,  & 3 o°. Les concentra t ions  en substrat  var i en t  de 
0. 5 & 12o mM. (a) GI.  (b) G2. 

enzymes  se trouvent  en tr~s large exc~s dans les solutions utilis6es au cours du dosage. 
Par cons6quent,  les effets mesur6s ne sont pas dus & l'influence du pH sur les sys t~mes  
enzymat iques  auxiliaires. 

Effet de la tempdrature (Fig. 9) 
La repr6sentation d'Arrhenius, pour l 'activit6 glucokinasique mesur6e par la 

M6thode I, donne des droites de pente diff6rente, dans un domaine de temp6rature 
compris  entre 24 et 47 ° pour GI et entre 28 et 37 ° pour G2. 

Accepteurs de phosphate." Spdcificitd et effets de la concentration 
Les Figs. IO et I I  i l lustrent les rdsultats obtenus,  dans la representation d'Eadie,  

pour la d6termination des Km par la M6thode I avec le glucose et par la M6thode 2 
avec la glucosamine.  Les concentrations en substrats  utilis6es pour ces d~terminations 
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Fig. i i .  Var ia t ion  de l 'act iv i t6  g lucok inas ique  part icul6e  du foie de rat  en fonct ion  de la concen-  
tra t ion  en g lucosamine .  Repr6senta t ion  d 'Eadie  v = f(v/[S]). Les dosages  sont  effectu6s selon la 
M6thode  2 au  p H  o p t i m u m  de c h a q u e  fract ion,  A 3 o°. Les concentra t ions  en subs trat  varie l l t  de 
2 & i o o  raM. (a) GI.  (b) G2. 
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var ien t  en t re  o. 5 et 12o mM pour  le glucose et  ent re  2 et  I00 mM pour  la glucosamine.  
I1 a p p a r a i t  n e t t e m e n t  que, pour  ces deux glucides, GI  et G2 pr6sentent  chacune deux 

va leurs  de Kin. 
D ' a u t r e  pa r t  l ' ac t iv i t6  phosphory lan te  de GI  et  G2 a 6t6 essay6e vis ~ vis d ' un  

cer ta in  nombre  de sucres. Les valeurs  des diff6rents K m  et Vmax relat ives  obtenues  
sont  rappor t~es  dans  le Tab leau  I I .  Les valeurs  de ces K m n e  d6pendent  pas de la 
concen t ra t ion  en ATP.  

T A B L E A U  II  

S P ~ C I F I C I T E  V I S  A V I S  D E S  A C C E P T I g U R S  D E  P H O S P H O R E  D E  LA G L U C O K I N A S E  P A R T I C U L E E  D U  F O I E  

D E  R A T  

Les chiffres (I et  2) en t re  pa r en t he se s  apr~s chaque  r6su l ta t  i nd iquen t  la m6 thode  de dosage 
employ6e,  d6crite d a n s  le chap i t re  MAT]~RIEL ET MI~THODES. NP :  non  phosphoryl6 .  

Substrat G~ G2 

Km Vitesse Km Vitesse 
(raM) maximum (raM) maximum 

relative relative 

D-Glucose 4 (i) i 20 (i) i 
86 (i) 5.3 85 (i) 3.3 

D-Glucosamine  4.4 (2) 0.33 2.2 (2) o.27 
16,6 (2) 0.59 16.6 (2) 0. 7 

D-Fructose  1.3-1o 3 (2) 0. 7 1.15"1o 3 (2) 0.36 
N-Ac~ty l -D-g lucosamine  N P  N P  
D-Mannose NP NP 
2-D~soxy-D-glucose NP NP 
D-Galactose NP NP 
D-Xylose NP NP 

Les glucokinases  GI  et  G2 ca t a lysen t  6galement  le fructose. Sa vitesse de 
phosphory la t ion  a 6t6 6tudi6e ent re  IOO et 12oo mM. Une seule va leur  de Km tr~s 
61ev6e a 6t6 ob tenue  pour  G I  et  G2; toutefois  ce t te  va leur  est ce r ta inement  t rop  
61ev6e car  la forme fructofuranose,  seule forme phosphoryl8e,  repr6sente seulement  
20% de la concent ra t ion  to ta le  en fructose 29. 

Les au t res  sucres essay6s ne sont  pas  phosphoryl~s  pa r  les glucokinases  pa r t i -  
cul~es. 

Donneurs de phosphate 
Le v6n tab le  donneur  de phosphate ,  dans  les r~actions m e t t a n t  en jeu des 

phosphokinases ,  est  un complexe  ATP-Mg2+;  la p lupa r t  des hexokinases  pr6sentent  
une act ivi t6  max ima le  lorsque le r appo r t  A T P / M g  2+ est voisin de l 'uni t6;  cet te  act ivi td  
d6croit  lorsque le r a p p o r t  est supdrieur  ~ I e t  reste cons tante  pour  des r appor t s  in- 
f6rieurs ~ i .  Dans  le cas des glucokinases GI  et  G2 l ' ac t iv i t6  max imale  est ob tenue  
pour  des r appor t s  compris  en t re  0.2 et  0.5 et  d6croit  pour  des r appor t s  inf~rieurs ou 
sup6rieurs ~t ces valeurs  (Fig. 12). n e s t  donc n~cessaire de ma in ten i r  le r a ppo r t  ATP/ 
Mg 2+ ent re  ces va leurs  pour  d~terminer  l ' inflnence de la concent ra t ion  en A T P  sur  
la vi tesse de cata lyse .  Comme dans  le cas du glucose ou de la glucosamine,  deux valeurs  
de Km sont  obtenues  pour  I ' A T P  avec GI  ou G2 (Fig. 13). Ces valeurs  sont  respect ive-  
men t  o.61 mM et o.112 mM pour  GI  et  0.51 mM et o.125 mM pour  G2. 
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Fig. 12. Inf luence de la va r i a t i on  du r a ppo r t  ATP/Mg 2+ sur l ' ac t iv i t~  g lucok inas ique  part icuMe du 
foie de rat .  Le dosage est  effectu6 pa r  la M6thode I avec  une concen t ra t ion  en A T P  de 3.7 mM. 
× - -  × ,  ac t iv i t6  g lucok inas ique  de GI ; Q - - O ,  ac t iv i t~  g l ucok i na s i qae  de G2. 

DISCUSSION 

S'il est probable que les hexokinases ~ faible Km ont une r@art i t ion  univer- 
selle 3° il semble bien que la glucokinase, caract~ris6e ~ la fois par son Km 61ev~ et par 
sa spdcificit6 plus ~troite, ne se trouve que dans le foie des vert6b%s°, 31. Quant  aux 
formes particul6es des hexokinases, raises en 6vidence dans le cerveau32, 33, le muscle 
cardiaque 32, la muqueuse intestinale 34, les tumeurs  ascitiques 35, la r6tine 36 et le muscle 
des pattes post6rieures de la grenouille 37, elles sont li6es soit aux mitochondries, soit 
aux v6sicules sarcoplasmiques et poss&dent, au moins pour celles qui ont 6t6 carac- 
%ris~es, un faible Kin. 

Or, ce travail  montre,  qu'il  existe, dans le foie de rat, une activit6 glucokinasique 
particul6e, & c6t6 de la glucokinase soluble dans le suc cellulaire. Les diverses m6thodes 
de fract ionnement  cellulaire, en particulier l 'ul tra-centrifugation en gradient de 
saccharose, pr~cisent que cette activit6 glucokinasique est li6e aux microsomes carac- 
t6ris~s par  ailleurs par  leur forte teneur en glucose-6-phosphatase, et par examen au 
microscope dlectronique 38. 
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Fig. 13. Var ia t ion  de l ' ac t iv i td  g lucokinas ique  par t icul6e  de foie de r a t  en fonct ion de la  concen- 
t r a t i on  en ATP. Rep r ds e n t a t i on  d ' E a d i e  v --  f (v/[S]). Les dosages sont  effectuds selon la Mdthode 
i ,  au pH o p t i m u m  de chaque  fract ion,  & 3 o°. ATP/Mg 2+ -- 0. 5. Les concen t ra t ions  en s u b s t r a t  
v a r i e n t  de o. i  & 4.5 raM. (a) GI.  (b) G2. 
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La solubilisation maximale de l 'activit6 glucokinasique par le Triton X-Ioo est 
conforme aux r6sultats obtenus sur les diverses hexokinases likes ~ des structures 
cellulaires32, 33 et pr6cise que cette activit6 se situe vraisemblablement au niveau des 
membranes de l 'ergastoplasme. 

La m6thode de pr6paration d6crite est assez voisine de celle propos6e par PARRY 
ET WALKER 6 pour la glucokinase soluble du foie de rat. Cependant diverses 6tapes 
ont 6t6 supprim6es ou modifi6es. Ainsi, le surnageant 1.8 M e n  (NH4)~SO 4 est amen6 
/t 4 M, au lieu de 2.6 M. La fixation de l 'activit6 glucokinasique sur DEAE-Sephadex 
en cuve est supprim6e. Ces modifications permettent  de diminuer les pertes d'activit6. 
Quant A la concentration effectu6e par filtration sous vide ~ travers ultragaine, son 
rendement est proche de IOO%. 

Contrairement aux r6sultats publi6s par PARRY ET WALKER 6 SUE la glucokinase 
soluble, deux pics d'activit6 bien diff6renci6s sont obtenus par filtration sur Bio-gel. 
Les facteurs de purification sont respectivement 760 pour le premier pic GI  et 250 
pour le deuxi~me pic G2. Le rendement total  est d'environ 13°/o . PARRY ET WALKER 6 
purifiaient 870 lois la glucokinase soluble avec un rendement de lO% . Toutefois, il 
faut pr6ciser que l 'activit6 sp6cifique de cette glucokinase est de 8. 7 unit6s/mg alors 
qu'elle n 'est  que de 1.15 pour GI  et 0.37 pour G2. 

Comme pour ces auteurs, la faible quantit6 d 'enzymes purifi6s limite les tenta- 
tives effectu6es pour v6rifier la puret6. Les diverses m6thodes 61ectrophor6tiques 
utilis6es n 'ont  apport6 aucun r6sultat probant  car la quantit6 de prot6ine mise en jeu 
est trop faible pour ~tre r6v61~e directement et les essais de r6v61ation sp6cifique ont 
6chou6. Cependant l'immuno61ectrophor~se ne donne plus qu'une ligne de pr6cipi- 
tation pour les fractions 61u6es de la colonne de DEAE-Sephadex, mais il s 'est av6r6 
impossible de pr6ciser si cette ligne correspond ~t un enzyme. Ainsi, les propri6t6s 
physiques et chimiques des prot6ines responsables de l 'activit6 glucokinasique de GI  
et G2 n 'ont  pu ~tre compar6es. 

A c e  point de vue, le seul 61~ment positif reste donc la diff6rence de volume 
d'61ution de GI  et G2, apr~s chromatographie sur colonne de Bio-gel. Ces volumes 
d'61ution correspondent ~ des poids mol6culaires apparents voisins de 12o ooo pour 
GI  et de 50 ooo pour G2, valeurs confirm6es par l 'ultracentrifugation en gradient de 
saccharose. Pour l 'hexokinase h6patique Type IV, le poids mol6culaire apparent est 
de 48 ooo par filtration sur Sephadex G-Ioo, mais de 68 ooo par filtration sur Bio-gel 
ou par ultracentrifugation en saccharose 1°. Les m~mes mdthodes conduisent pour les 
hexokinases de Type I, I I ,  I I I  ~ un poids mol6culaire 16g~rement inf6rieur ~t IOO ooo. 
Donc, si l 'on se fonde sur cette caract6ristique physique, les fractions glucokinasiques 
GI  et G2 se distinguent entre elles et ne correspondent A aucune hexokinase h6patique 
caract6ris6e ant6rieurement. 

L'6tude des propri6t~s catalytiques de GI  et G2 confirme leur originalit6. Ainsi, 
l 'action du pH sur l 'activit6 conduit ~ des courbes caract6ris6es, pour chaque fraction, 
par un opt imum diff6rent mais surtout tr~s aigu contrairement A la glucokinase soluble 
pour laquelle l 'activit6 varie peu entre pH 7 et pH 8.56. 

L'effet de la temperature est ~galement different sur GI  et G2. L'6tude de 
l ' inactivation thermique montre d'ailleurs que G2 est plus sensible que GI  ~ la tem- 
p6rature. 

L'6tude de l'affinit6 de GI  et G2 pour les divers substrats accepteurs ou donneurs 
de phosphate apporte un 616ment nouveau dans la caract6risation de ces enzymes: 
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chacun pr6sente deux valeurs de Km pour le glucose, la glucosamine et I 'ATP. La 
premi6re explication que l'on pourrait donner est que chacune des glucokinases GI 
et G2 renferme deux enzymes diff6rents. Toutefois toutes les pr@arations obtenues 
au cours de ce travail pr6sentaient ce m4me ph6nom6ne, or la pr6sence de deux enzymes 
en proportions identiques dans ces diff6rentes pr@arations est pen probable, ainsi 
peut-on rejeter cette 6ventualit& I1 semblerait plut6t que l'on soit en pr6sence d'une 
augmentation de la vitesse de catalyse aux fortes concentrations de substrat, c'est 

dire d'une v6ritable activation par le substrat. 
Divers exemples de ce m6canisme ont 6t6 donn6s, ainsi l 'hydratation du fuma- 

rate catalys6e par la fumarase 39 ou l'hydrolyse d'esters par la trypsinO °. Dans ce cas, 
les courbes de vitesse de catalyse en fonction de la concentration en substrat ne 
correspondent plus ~ la loi de Henry-Michaelis, mais ~ l'6quation empirique donn6e 
par ALBERTY et al. 39 qui permet de mettre en 6vidence une diff6rence de pente ~ haute 
et basse concentration en substrat : 

(a IS] + b IS] ~) [Et]  
v 

dfS] ~+c[S]  + I 

Off a, b, c et d sont des constantes/~ pH et temp6rature donn6s, IS] la concentration en 
substrat et [Et] la concentration totale d'enzyme. 

Ces divers param6tres ont 6t6 6tudi6s en particnlier dans le cas de l'hydrolyse 
du p-tolu6ne-sulfonyl-L-arginyl-m6thyl-ester 4° ou du benzoyl-L-arginine-ethyl-ester 41 
par la trypsine: la repr6sentation d'Eadie permet alors de d6finir deux droites, l'une 
de pente Km pour les faibles concentrations, l 'autre de pente K'm pour les fortes con- 
centrations de substrat. 

Les r6sultats obtenus avec les glucokinases GI et G2 sont absolument similaires : 
on pent donc supposer qu'il s'agit 1~ d'un ph6nom6ne identique. Quoiqu'il en soit, 
toutes les valeurs de Km obtenues vis ~ vis du glucose sont 61ev6es et correspondent 
donc ~ ce que l'on admet #tre une activit6 glucokinasique. De plus, la sp6cificit6 vis 

vis des divers substrats glucidiques est particuli6rement 6troite puisque seuls le 
D-glucose et la D-glucosamine sont phosphoryl6s. Le carbone en C-2 semble pr6senter 
une importance majeure dans cette sp6cificit6. En effet la liaison de l 'hydroxyle en 
C-2 est une liaison 6quatoriale basse dans le D-glucose alors qu'elle devient axiale 
haute dans le D-mannose qui n'est pas phosphoryl4. Le remplacement du groupement 
-OH par un groupement -NH 2, occupant la m~me position, ne semble pas nuire /~ 
l'activit6 catalytique des enzymes. Par contre, l'41imination de cet hydroxyle, comme 
dans le cas du 2-d6soxyglucose, entralne une perte totale d'activitG ce qui sugg6re 
que la richesse en 61ectrons du groupement en C-2 est n6cessaire ~ la fixation de l'accep- 
teur de phosphate dans le site de spfcificit6. Le fair que la N-ac6tyl-D-glucosamine 
ne puisse #tre phosphoryl6e est vraisemblablement dfi ~ l'encombrement st6rique li6 
/t la pr6sence du groupement acdtyl. Quant ~ l'affinit6 des glucokinases pour le fructose, 
elle est vraiment tr6s faible, m4me si l'on consid6re que la forme fructofuranose, senle 
phosphorylfe ne repr6sente en solution que 2o% de la concentration en fructose. 
Dans des conditions physiologiques le glucose et la glucosamine sont vraisemblable- 
ment les seuls subtrats ~ #tre phosphoryl6s par les glucokinases particul6es. 

En conclusion, il existe donc, dans le foie de rat, une activit6 glucokinasique 
fortement life aux microsomes et plus particuli6rement aux membranes de l'ergasto- 
plasme puisqu'un traitement par le Triton X-Ioo est n6cessaire pour solubiliser cette 
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activit6. Les hexokinases particul4es d6crites dans la litt6rature sont li6es aux mito- 
chondries sauf celle du muscle de grenouille qui peut pr6senter un cas particulier. Dans 
le cas pr6sent l '6ventualit6 d'une contamination des microsomes par les mitochondries 
semble pouvoir fitre 6cart6e. Les pr6parations purifi6es de glucokinases particul6es 
poss6dent des caract6ristiques qui les distinguent de la glucokinase soluble: leur 
comportement sur Bio-gel, ou en ultracentrifugation en gradient de saccharose et 
leurs propri6t6s catalytiques. I1 faut retenir essentiellement le ph6nom6ne d'activation 
par le substrat  et le fait qu'elles phosphorylent la glucosamine et non le mannose et 
le 2-d6soxy-D-glucose, en opposition avec la glucokinase soluble. I1 est peu probable 
que l 'on puisse attr ibuer ces diff6rences entre les propri6tds catalytiques au trai tement 
assez drastique n6cessaire ~ leur solubilisation. 

Les implications physiologiques de leur localisation membranaire ne sont pas 
6videntes; cependant, il n 'est  pas choquant de trouver une activit6 glucokinasique 
dans les membranes puisque la glycolyse est une voie m6tabolique extra-mitochon- 
driale. L'afflnit6 relativement forte pour la glucosamine sugg6re encore que ces gluco- 
kinases auraient un r61e ~t jouer dans l'61aboration des membranes. Enfin, leurs rap- 
ports avec les hexokinases solubles ne pourront fitre clairement d6finis que lorsque 
les propri6t6s physico-chimiques de ces diverses prot6ines enzymatiques auront 6t6 
6tablies. 

RI~SUM]~ 

Des glucokinases particulfes (ATP: ])-glucose 6-phosphotransf6rase, EC 2.7.1.2 ) 
du foie de rat ont 6t6 localisfes dans la fraction microsomique, par des mfthodes 
d'ultra-centrifugation et de gradient de densit6 en saccharose. L'activit6 est solubili- 
s6e presque compl6tement par l 'action du Triton X-Ioo 5~ o.1% (p/v). Une m6thode 
de purification comprenant un fractionnement par le (NH4)2SO 4 et des chromatogra- 
phies sur DEAE-Sephadex et DEAE-cellulose, est d6crite. Deux fractions actives, 
GI  et G2,  sont isol6es par filtration sur Bio-gel, avec un facteur de purification de 760 
pour GI  et de 250 pour G2. Les poids mol6culaires apparents d6termin6s par filtration 
sur gel et par gradient de saccharose sont respectivement de 12o ooo pour GI  et de 
5 ° ooo pour G2. L'activit6 spfcifique de GI  est de 1.15/zmoles/min par mg de pro- 
t6ines, et celle de G2, de 0.37. L'influence de la temp6rature et du p H e s t  diffdrente 
pour GI  et G2. Ces deux enzymes catalysent la phosphorylation du glucose, de la 
glucosamine, et, avec une affinit6 beaucoup plus faible, du fructose. Chaque gluco- 
kinase purifi6e pr6sente deux valeurs apparentes de Km pour le glucose, la glucosa- 
mine, et I 'ATP. Ces r6sultats sugg6rent une activation de l 'activit6 catalytique de 
GI  et G2 par les fortes concentrations en substrats. 

Les autres sucres essay6s, le 2-d6soxy-D-glucose, la N-ac6tyl-D-glucosamine, le 
D-mannose, le D-galactose et le D-xylose, ne sont pas phosphoryl6s. 

Les propri6tds des glucokinases particul6es sont compar6es brihvement ~t celles 
des autres phosphotransf6rases. 
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