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SUMMARY 

Effects of A TP  and photooxidation on the aggregation of microsomal glucokinase of rat liver 
Two hepa t ic  glucokinases,  GMI and GM2, were prev ious ly  found to be bound  

to the  microsomal  fract ion.  These enzymes have been purified, and,  as assessed by  
gel f i l t ra t ion on a po lyac ry l amide  column, thei r  molecular  weights  are 12o ooo for 
GMI and  55 ooo for GM2. The enzyme GMI presents  r egu la to ry  proper t ies :  ATP,  
besides being a subs t ra te ,  is also a modifier  which inhibi ts  the  enzyme by b inding  
at  a site p r o b a b l y  different  from the ca t a ly t i c  site. There  is no inhib i t ion  by  A T P  
in the  presence of  AMP, which has an an tagonis t i c  effect. In  the  same condit ions,  
GM2 is not  inh ib i ted  b y  an excess of  ATP.  Pho toox ida t ion  of the  glucokinase  GMI,  
in the  presence of me thy lene  blue, is described.  The enzyme GMI,  af ter  pho tooxi -  
da t ion ,  is insensi t ive  to A T P  inhibi t ion,  and  its Km for glucose (28 raM) is s imi lar  
to this  of GM2 (20 raM). The Hil l  coefficient of the  enzyme GMI is 2.8 before photo-  
ox ida t ion ,  and  is decreased to 1.2 af ter  pho toox ida t ion ,  ind ica t ing  d i sappearance  of 
in te rac t ions  between A T P  sites. Gel f i l t ra t ion gives a molecular  weight  of  55 ooo for 
the  desensi t ized enzyme GMI.  All  these results  suggest  t ha t  GMI should be the  
associa ted  form of  the  enzyme,  GM2 being the min imum fully ac t ive  form tha t  we 
have  been able to detect .  The assoc ia t ion-d issoc ia t ion  of these two forms have been 
s tud ied :  A T P  tends  to favour  ti le associa ted  form GMI,  exper imen t s  being carr ied 
out  e i ther  on the  mix tu re  fo the  two enzymes,  or on the  isola ted form GM2. So, A T P  
which has no inh ib i to ry  effect on the  enzyme GM2, tends  to t ransform this  enzyme 
in to  ti le associa ted  form GMI.  The difference be tween these results  can be exp la ined  
b y  the  lag shown b y  the t r ans fo rma t ion  of GM2 into GMI : GM2 mus t  be incuba ted  
IO rain at  3 °° or I h 50 rain at  4 ° in the  presence of i mM A T P  before the  associat ion 
begins.  This  associa t ion is revers ible :  gel f i l t rat ion,  in the  absence of  ATP,  of GM2 
incuba t ed  4 tl a t  4 ° in the  presence of I mM A T P  gives for t im enzyme a molecular  
weight  of  55 ooo, which corresponds to " n a t i v e "  GM2. 

The  regu la to ry  proper t ies  are discussed,  and  compared  to those of  phospho-  
f ruc tokinase .  

* Ce m6moire constitue une partie de la th6se de Doctorat-~s-Sciences Physiques qui sera 
soutenue par G. BERTHILLIER devant l'Universit6 Claude Bernard de Lyon. 
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I NTRODUCTION 

A c6t6 des hexokinases (EC 2.7.1.1 ) solubles 8 fort et faible Kin, le foie de rat  
contient une aetivit6 glucokinasique (EC 2.7.1.2 ) li6e aux microsomes. Apr6s puri- 
fication, cette activit6 se r6partit, par filtration sur colonne de Biogel, en deux pics, 
GMI et GM2, dont les poids mol6culaires apparents sont respectivement 12o ooo et 
55 ooo (rff. I). 

A des concentrations relativement faibles en Mg 2+, I 'ATP se comporte comme 
un inhibiteur de GMI, la cin6tique de phosphorylation du glucose devenant sigmoi- 
dale; cette inhibition est lev6e par I'AMP. Dans les m6mes conditions, GM2 reste 
michaelien. 

Ces r6sultats sugg~rent que GMI est un dim~re qui poss~de les caract6ristiques 
d 'un enzyme r6gulateur 2. GM2 est alors le monom6re et l 'on serait en prfsence d 'un 
~quilibre monom6re dim~re. Le but de ce travail est de v6rifier cette hypoth+se, de 
pr6ciser le r61e jou~ par I 'ATP et I 'AMP dans cet ~quilibre et d'6tudier l 'action d'un 
facteur de d~sensibilisation, la photo-oxydation. 

MATI~RIELS ET MI~THODES 

L'activit6 glucokinasique est purifi6e selon la technique pr6c6demment dd- 
crite 1, /t part ir  des microsomes de foie de rat  Wistar, pesant 25o-3oo g, nourris /~ 
volont~. 

Les principales ~tapes de pr@aration sont les suivantes: solubilisation par le 
Triton X-Ioo,  fractionnement par le sulfate d 'ammonium, chromatographic sur 
DEAE-S@hadex,  chromatographic sur DEAE-cellulose. A ce stade, les deux gluco- 
kinases GMI et GM2 sont encore m~lang~es. C'est d'ailleurs ce m~lange qui est utilis6 
dans les essais effectufis en vue d'~tudier l'~quilibre des deux formes. 

Ira derni+re 6tape de purification consiste en une filtration sur colonne de 
Biogel " P  225", qui permet de s@arer les deux enzymes. Les analyses portant  sur 
les enzymes isol~s sont effectu~es sur les fractions correspondant au sommet des 
deux pics. 

Dans tous les cas, les fractions actives sont concentrfies par filtration sous vide 
travers une ultragaine Schleicher et Schiill et conserv6es /t 4 ° en solution satur6e 

en sulfate d 'ammonium. 
L'activit6 glucokinasique est dos~e en suivant la formation de glucose-6-phos- 

phatO dans un spectrophotom+tre enregistreur Beckman DB thermostat6 ~ 3 °° 
(temperature prise dans les cuves). Le milieu r6actionnel d 'un volume total  de 3 ml 
contient: Tris-HC1 (8o raM), pH 8.1, (pour G M I )  ou  8. 4 (pour GM2), NADP + (o.55 
mM), glucose-6-phosphate d~shydrog6nase (o.o5 unitfi), 6-phosphogluconate d6shy- 
drog~nase (o.o5 unit~), EDTA (o.oi mM), 2-mercapto~thanol (o.oi raM), ATP et 
MgCI~ (en concentrations variables selon les expfiriences.) La solution enzymatique 
est ajout6e sous un volume de 5 IOO/~1 suivant les expfiriences. La r6action est initi~e 
par addition de glucose (de 2o ~ 12o mM) ; la cinfitique est enregistr~e durant  5 min 

34o nm sur l 'enregistreur io pouces, la partie lin6aire de la courbe fitant prise comme 
vitesse initiale. 

Les ~tudes d'fiquilibre monom+re-dim~re sont r~alis6es: (a) soit par ultracen- 
trifugation en gradient de saccharose (5 2o%) selon la technique de MARTIN ET 
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AMES 4, a v e c  la glucose-6-phosphate d6shydrog6nase (poids r n o l . -  IIOOOO) et 
l'h6rnoglobine (poids tool. = 68 ooo) eornme ~talons; (b) soit par filtration sur co- 
lonne de Biogel "P  225" pr6alablernent fitalonn~e avec le bleu Dextran, la glucose- 
6-phosphate d6shydrog~nase, la serumalburnine bovine (poids rnol. = 65 ooo), la 
pepsine (poids tool. = 35 ooo), la trypsine (poids rnol. = 23 80o) et le cytochrorne c 
(poids mol. = I2 500). 

Dans toutes ces exp&iences, le tampon utilisfi est un tampon Tris-HC1 (0.02 M), 
pH 8, eontenant EDTA (4 rnM), 2-rnercapto6thanol (4 rnM), glucose (5 raM), ATP 
et MgC12 (en concentrations variables selon les essais). La quantit6 d'enzyrne r&u- 
t)fir6 n 'est  ja mais inf6rieure "a 60% de la quantit6 d'enzyrne d@os6 initialernent sur 
le gradient ou sur la colonne. Les essais de d6sensibilisation sont effectu~s selon la 
technique de photo-oxydation utilis~e par AHLFORS ET MANSOUR 5 sur la phosphofruc- 
tokinase du coeur de mouton. 

RESULTATS 

Modification de l'dquilibre GMI/GM2 
A l'dtat natif, ~t l'issue de la m6thode de purification, le m61ange GMI-GM2 

contient une proportion plus irnportante de GM2, cornrne le montrent  l 'ultracentri- 
fugation de zone (Fig. Ia) et la filtration sur c010nne de Biogel (Fig. 2a). 
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Fig. I. U l t r acen t r i f uga t i on  en g rad ien t  de saccharose  (5-20%) 14 h 5- 38 ooo tours / ra in  d a n s  le 
ro tor  SW 39 (u l t ra -cen t r i fugeuse  Spinco). T a m p o n  Tris  o.o2 M, p H  8, c o n t e n a n t  E D T A  4 raM, 
mercap to6 thano l  4 mM, glucose 5 nlM, MgC12 i raM. E n  ordonn6e,  act ivi t6  g lucok inas ique  de 
c h a q u e  f rac t ion  ponc t ionn6e  au fond du tube.  Les  fl~ches i nd iquen t  la posi t ion de la glucose-6- 
p h o s p h a t e  d6shydrog6nase  (1) et  de l ' h6moglob ine  ([I). (a) M61ange na t i f  s ans  ATP.  (b) En  prd- 
sence d ' u n e  concen t r a t ion  mil l imolaire  en ATP.  Le p remie r  pic d 'ac t iv i t~  cor respond h GMI,  
le deux i~me 5. GM2. 

Si ce m~me m61ange est analys6 par ces deux techniques, en presence d'une 
concentration de I mM en ATP et x rnM en MgC12, la proportionn de GMI devient 
net tement plus ~lev~e que celle de GM2 (Figs. xb, 2b). 

Si l 'on effectue alors les m~mes expfiriences en prfisence d'AMP (concentration 
I mM), on retrouve les proportions du rnfilange natif, que I 'ATP soit ou non pr6sent 
(Fig. 3). 
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Fig. 2. C h r o m a t o g r a p h i e  sur  colonne de Biogel ~quilibr~e cont re  le m 6 m e  t a m p o n  quc  darts les 
exp6r iences  d ' u l t r a -cen t r i fuga t ion .  Ordonn6e:  act ivi t6  g lucok inas ique  de c h a q u e  fract ion.  Les  
fl~ches i n d i q u e n t  la pos i t ion  de la g lucose -6 -phospha te  d6shydrog6nase  (I) et  de la s e r u m  a lbu-  
mine  (II). (a) M61ange na t i f  s ans  AT P .  (b) E n  presence  d ' u n e  concen t r a t i on  mil l imolaire  en  ATP.  
Le p remie r  pic d ' ac t iv i t6  cor respond k GMI,  le deux i~me 5, GM2. 

Ainsi, I'ATP, qui exerce un effet coop~ratif sur GMI, agit 6galement sur le 
m61ange GMI-GM2 en d6pla~ant l'6quilibre vers GMI. L'AMP, qui joue un r61e 
antagoniste, ne modifie pas, lui-m~me, l'~quilibre et n'intervient que pour s'opposer 

l'action de I'ATP. 
Signalons que si l'on remplace I'ATP par son analogue structrual, le fl,y-m6- 

thyl~ne ATP, la composition du m61ange GMI-GM2 reste inchang6e. 

E f f  et de la photo-oxydation 
Les 6tudes cin6tiques portant sur la glucokinase GMI ayant subi ou non la 

photo-oxydation, sont r&um6es dans les Figs. 4 et 5. 
Le dosage de l'activit6 enzymatiqne en fonction de la concentration en ATP 

U.I. /m I 
x l O  3 

a I IT 

0 
2 4 

0 

U I l / m  I 
x l O  3 

b I E 

J.\. 
6 =  2 4 6 

v o l u m e  du g r a d i e n t  en m l  

Fig. 3. U l t r a - cen t r i fuga t ion  effectu~e sur  le n%lange na t i f  des g lucokinases  GMI et  GM2 darts les 
m6mes  condi t ions  que  pour  la Fig. i .  (a) En  pr6sence d ' A M P  i raM. (b) En  pr6sence d ' A M P  I m M  
et  d ' A T P  I raM. 
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Fig. 4. Variat ion de la vitesse de phosphoryla t ion  du glucose par  la glucokinase GMI en fonction 
de la concentra t ion en ATP. Le milieu d ' incubat ion  contient,  en plus des r6actifs pr6cis6s au para- 
graphe MATI~RIEL ET MI~THODES: glucose 3 ° mM, MgCI, 0. 5 mM. × - - × ,  GMI en presence de 
bleu de m6thyl~ne; O---O, GMI apr~s photo-oxydat ion.  
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Fig. 5. Variation de la vitesse de phosphoryla t ion  du glucose par  la glucokinase microsomique 
GMI en fonction de la concentrat ion en glucose. Le milieu d ' incubat ion  contient  en plus des 
r6actifs pr6cis6s au paragraphe  MAT]~RIEL ET MI~THODES: MgC12 i mM, ATP 0. 5 mM. x - - × ,  
GMI en presence de bleu de m~thyl~ne; © O, GMI apr~s photo-oxydat ion.  
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permet de retrouver la courbe d'inhibition typique lorsque l'on est en pr6sence du 
bleu de m6thyRne seul. Cette courbe a 6t6 rfalis6e ~ titre de tfmoin. Au del/t d'une 
concentration de o.3 mM, I 'ATP devient inhibiteur. 

Au contraire, I 'ATP n'inhibe plus l 'enzyme photo-oxyd6 (Fif. 4), sauf pour des 
concentrations sup6rieures ~ 8 mM (valeurs non port6es sur la figure). 

Le bleu de m6thyRne et l'illumination sont n6cessaires ~t la dfsensibilisation. 
La courbe de dosage de l'activit6 glucokinasique en fonction de la concentration 

en glucose est toujours une courbe d'ordre sup6rieur ~ I, en pr6sence de bleu de 
m6thyl4ne. 

Apr6s photo-oxydation, la cin6tique redevient michaelienne (Fig. 5), le Km 
correspondant ~ une valeur de 28 mM voisine de celle obtenue sur GM2. 

Si l'on utilise la repr6sentation de Hill, on obtient deux droites (Fig. 6) dont 
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Fig. 6. Cin6tiques de la Fig. 5 dans la repr6sentation de Hill. × --×,  GMI en pr6sence de bleu 
de m6thyl6ne; q~--O, GMI apr6s photo-oxydation. 

les pentes donnent le coefficient de Hill, n, qui permet d'6valuer la coop6rativit6. 
Ce coefficient est 2.8 avant photo-oxydation et 1.2 pour l 'enzyme photo-oxyd6. 

Ces r6sultats confirment que la photo-oxydation a aboli les proprift6s coop6ra- 
tives de GMI. 

Le fait que l 'enzyme d6sensibilis6 prfsente un Km voisin de GM2 am6ne 
supposer que Faction de la photo-oxydation est, en fait, une action dfpolymerisante. 
Cette hypoth6se a 6t6 v6rifi6e par filtration sur colonne de Biogel de l 'enzyme GMI 
avant et apr6s photo-oxydation. La Fig. 7 montre que l 'enzyme GMI, apr6s photo- 
oxydation, est effectivement 61u6 de la colonne en m6me temps que GM2. 

Etude du passage du monom&e au dim~re 
Dans un travail ant6rieur 2, nous avions montr6 par des dosages effectu6s ex- 

temporan6ment, que I 'ATP 6tait sans action sur GM2. Or, les r6sultats expos6s ci- 
dessus am6nent ~ conclure que I 'ATP induit la transformation du monom6re GM2 
en dim~re GMI. I1 existe donc une apparente contradiction entre ces deux conclusions. 

Une explication plausible serait que ce passage du monom6re au dim6re, sous 
1'influence de I'ATP, pr6sente une latence. En effet, les ultracentrifugations ou les 
filtrations sur gel demandent plusieurs heures, pendant lesquelles GM2 reste en 
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Fig. 7. C h r o m a t o g r a p h i e  de GMI apr6s p h o t o - o x y d a t i o n  sur  colonne de Biogel, effectu6e dans  les 
m ~ m e s  condi t ions  que  pour  la Fig. 2. E n  ordonn6e,  act ivi t6  g lucok inas ique  de c h a q u e  f ract ion.  
E n  abcisse,  r a p p o r t  Ve/Vo en t r e  le v o l u m e  d'61ution et  le vo lume  d 'exc lus ion .  La  droi te  repr6- 
sen te  la courbe  d '6 t a lonnage  de la colonne,  log poids  mol.  = f(Ve/Vo). (I) G lucose -6 -phospha te  
d6shydrog6nase ,  poids mol. = IiO ooo; (2) s6 rum a lbumine ,  poids  mol.  = 65 ooo; (3) pepsine ,  
poids  mol.  = 35 ooo; (4) c y t o c h r o m e  c, poids  mol.  = 12 500. 

con tac t  avec I 'ATP,  alors que les dosages effectu6s au cours des ~tudes cin6tiques 
l imi ten t  ce con tac t  ~ quelques minutes .  

La  courbe d '~lut ion repr6sent~e sur ]a Fig. 8 confirme que GM2, filtr6 sur 
colonne de Biogel en pr~sence d 'une  concent ra t ion  de I mM en ATP,  est t ransform6 
en GMI.  Or cet te  f i l t ra t ion d e m a n d e  une douzaine  d 'heures ;  nous avons donc incub6 
GM2 p e n d a n t  12 h ~ 4 °, avec I ' A T P  (I mM), puis  effectu6 son dosage en pr6sence de 
quan t i t6s  eroissantes  d ' A T P .  L ' e n z y m e  pr6sente  alors une courbe d ' inh ib i t ion  sensi- 
b l emen t  ident ique  5 celle ob tenue  pour  GMI (Fig. 4), avec toutefois  une inhibi t ion 
plus i m p o r t a n t e  aux fortes concent ra t ions  en A T P ;  de plus, sa courbe d 'ae t iv i t~  en 
fonct ion de la concent ra t ion  en glucose devien t  d 'o rd re  sup6rieur & I (Fig. 9). 

Nous avons  alors d6termin~ le t emps  de la tence  ex i s tan t  pour  la t r anso rma t ion  
GM2 -+ GMI sous l ' ac t ion  de F A T E  Pour  ce faire, GM2 a 6t~ incub6e en pr6sence d 'une  
concent ra t ion  de I mM en A T P  et dos~e & des in terval les  de t emps  successifs. Puisque  
I 'ATP  est sans ac t ion  sur l ' ac t iv i t~  de GM2, mais  inhibe  GMI,  on peu t  a d m e t t r e  que 
la  per te  d ' ac t iv i td  de GM2, observ6e p a r  r a p p o r t  ~ un t6moin incubd dans  les m6mes 
condit ions,  mais  sans ATP,  est  la p reuve  de la t r ans fo rma t ion  GM2 --> GMI.  

La  Fig. IO donne  les r~sul ta ts  obtenus  pour  des incuba t ions  r~alisfies ~ 4 ° et 
& 3 o°. Le t emps  de la tence  est  alors de I h 5o min & 4 °. et  de IO min & 3 o°, si l 'on se 
ref6re au d6but  de la t ransformat ion .  

Biochim. Biophys. Acta, 258 (1972) 8 8 4 8  
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Fig. 8. Chromatographie de GM2 sur colonne de Biogel (cf. Fig. 7) 6quilibr6 ~ une concentrat ion 
millimolaire en ATP. 

U n  d e r n i e r  p o i n t  r e s t a i t  ~t p r6c i s e r :  la  t r a n s f o r m a t i o n  G M 2 - - >  G M I  es t -e l le  

r 6 v e r s i b l e  ? U n  m61ange  n a t i f  a d o n c  6t6 i n c u b 6  p e n d a n t  4 h ~t 4 °, t e m p s  su f f i s an t  p o u r  

t r a n s f o r m e r  GM2 e n  G M I "  pu i s  il a 6t6 f i l tr6 s u r  u n e  c o l o n n e  de  B ioge l  n e  c o n t e n a n t  
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Fig. 9. Variation de la vitesse de phosphorylat ion du glucose par  GM2 incub6 12 h ~t 4 ° en pr6- 
sence d 'une concentrat ion millimolaire en ATP. M~mes conditions que dans la Fig. 5. 
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Fig. io. D6terminat ion du temps  de passage de GM2 5, GMI par  incubation clans le t ampon  
"Tr is"  con tenan t  ATP i raM. Ordonn6e: activit6 de phosphoryla t ion  exprim6e en pour  cent de 
l 'activit6 initiale de GM2. (a) 4 °. (b) 3 o°. 

pas d 'ATP:  la r@artition des enzymes dans les fractions efftuentes se retrouve iden- 
tique au m~lange natif. I1 semble donc que l'61imination de I 'ATP au cours de la 
filtration sur gel entraine la r6versibilit6 de la transformation GM2 ---> GMI obtenue 
apr~s l'incubation. 

DISCUSSION 

Les exp6riences d6crites ci-dessus ont 6t6 r6alis6es ~ des concentrations en 
enzyme sensiblement constantes et en pr6sence d'une concentration de I & 5 mM en 
substrat accepteur, le glucose, n6cessaire 5 la stabilisation de l'activit& Pr6cisons que 
cette concentration est toujours sufflsamment faible (compte tenu des dilutions dans 
le milieu r6actionnel ou dans les milieux d'incubation et du Km 61ev6 des glucoki- 
nases) pour ne pas intervenir dans les d6terminations des vitesses de phosphorylation 
du glucose ou par une production incontr616e de glucose-6-phosphate on d 'ADP; 
d'autre part, il n 'a  pas 6t6 possible de pr@arer, ~ partir des microsomes de foie de rat, 
les quantit6s d'enzymes purifi6s suffisantes pour 6,tudier le r61e 6ventuel de la con- 
centration. 

Des 6tudes cin6tiques avaient mont% que la glucokinase GMI et la phospho- 
fructokinase (EC 2.7.1.11) poss6daient des propri6t& voisines 2. De re&me, il est bien 
6tabli que les phosphofructokinases de mammif&res pr&entent un ph6nom&ne d'as- 
sociation-dissociation. Enfin, la phosphofructokinase du coeur de mouton est d6sen- 
sibilis6e par photo-oxydation. 

Nonobstant ces analogies, une analyse plus approfondie met en 6vidence des 
divergences fondamentales dans les propri6t6s de ces enzymes. Par exemple, si la 
phosphofructokinase de coeur de mouton est effectivement dissoci6e %versiblement, 
c'est sous l'influence dn pH et pour donner un protom~re n 'ayant  plus d'activi%. 
Mieux m~me, I 'ATP favorise la dissociation 5. Ces r6sultats sont en opposition con> 
pl6te avec ceux obtenus sur la glucokinase dont les deux formes, associ6es ou dis- 
soci6es, ont des activit6s catalytiques sensiblement 6quivalentes et pour laquelle 
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l'6quilibre monom~re-dim~re semble essentiellement r6gi par I 'ATP qui induit la 
formation du dim~re et dont l'61imination permet de revenir au monom~re. 

I1 est d'ailleurs f rappant  de constater que les deux formes mol6culaires de la 
glucokinase microsomique existent ~ l '6tat natif; la proportion plus importante  du 
monom~re GM2 pourrait d'ailleurs 6tre en rapport  avec un taux physiologique faible 
d 'ATP au niveau de la fraction submicrosomique des h@atocytes/~ laquelle est li~e 
cette activit6 catalytique. 

Quant ~ la d6sensibilisation de la phosphofructokinase par photo-oxydation, 
elle a 6t6 l 'objet d 'une 6tude approfondieL8. Toutefois, son action sur le degr6 de dis- 
sociation de l 'enzyme reste hypoth6tique. Darts le cas de la glucokinase, nous avons 
montr6 que la photo-oxydation provoquait,  en fait, une d@olym~risation qui ra- 
menait  le dim~re au monomfire. Pour les raisons invoqu6es plus haut, /t propos des 
difficult6s de pr@arat ion de l 'enzyme purifi6 en quantit6 importante,  il ne nous a pas 
6t6 possible de d6terminer si cette d@olym6risation ~tait li~e ~ une alt6ration des 
r6sidus histidine que SETLOW ET MANSOUR 8 rendaient responsables de la perte des 
propri6t6s allost6riques de la phosphofruetokinase. 

Des 6tudes r6centes sur la liaison des substrats et des effecteurs avec cette phos- 
phofructokinase native ou photo-oxyd6e montrent  qu'il existe, pour I 'ATP, deux 
sites r6gulateurs et deux sites catalytiques par IoS g d'enzymeL L'enzyme de ce 
poids mol6culaire eomporterait  4 chalnes peptidiquesg; ces chalnes seraient de deux 
types: deux seraient concern6es par la catalyse et comporteraient les deux sites sp6- 
cifiques du fructose-6-phosphate. Les deux autres seraient impliqu6es dans la r6gu- 
lation allost6rique. 

Nous n 'avons pu 6tudier la structure fine de la glucokinase GM2, que nous 
consid~rons comme un monom~re ayant  un poids mol6culaire de 55 ooo, est peut- 
~tre lui-m~me compos~ de deux sous-unit6s. Cependant, un r~sultat acquis pr~c~- 
demment  1 apporte une pr6cision int~ressante. En effet, les ~tudes cin6tiques effec- 
tu6es, non pas ~ concentration en Mg ~+ constante, mais ~ rapport  ATP/Mg ~+ con- 
stant, font apparaltre une activation par le substrat. Or, ce ph6nom~ne est inter- 
pr~t6 comme 6tant la preuve de l 'existence de deux sites de fixation du substrat '° :  
il y aurait ainsi un site de fixation auxiliaire, distinct du site principal. La fixation 
d'une deuxifime mol6cule de substrat  sur ce site auxiliaire entrainerait alors une modi- 
fication dans la conformation tridimentionnelle de la mol6cule enzymatique. Suivant 
les concentrations en ATP et en Mg ~+ pr6sentes et leur rapport,  ce changement de 
structure aurait pour effet une activation par le substrat  ou une cin6tique d'ordre 
sup~rieur ~ I. 

La glucokinase microsomique eomporterait  donc deux types de sites de fixation 
de I 'ATP, qui existeraient d~i/~ sur le monom~re GM2. Les propri6t6s catalytiques de 
ce monom~re restent d'ordre I quelles que soient les concentrations en ATP ou en 
Mg ~+. Toutefois, & faible concentration, en Mg ~+, I 'ATP entrMne avec un certain 
temps de latence, la formation du dim~re GMI, qui, poss~dant une structure quater- 
naire, pr~sente alors les proprift6s de coop6rativit6 inh6rentes aux enzymes r6gula- 
teurs. La photo-oxydation, qui d@olymfrise le dim~re, abolit 6videmment ces pro- 
prift6s de coopgrativit6; l'~limination de I 'ATP donne le m~me rfsultat.  Quant ~t 
I'AMP, il joue un r61e antagoniste, en s 'opposant ~ l'effet polymgrisant ou coop6ratif 
de I 'ATP. 
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RkSUM]~ 

Deux glucokinases, GMI et GM2, ont  ~t6 mises en ~vidence dans les microsomes 
du foie de rat.  Ces enzymes, apr~s purification, poss~dent des poids mol6culaires ap- 
parents  de 12o ooo pour GMI et 55 ooo pour GM2. L 'enzyme GMI pr6sente des pro- 
prift6s r6gulatrices: un  de ses substrats ,  I 'ATP, se conduit  6galement comme un  
effecteur qui inhibe l ' enzyme en se f ixant sur un  site vra isemblablement  diff6rent du 
site catalyt ique.  L 'AMP l~ve l ' inhib i t ion  produite  par  I 'ATP. Dans les m~mes con- 
ditions, l ' enzyme GM2 n 'es t  pas inhib6 par  un  exc~s d 'ATP.  

La photo-oxydat ion  de la glucokinase GMI est, en fait, une d6polym~risation, 
qui non  seulement  d~sensibilise l ' enzyme vis ~ vis de I 'ATP, mais lui conf~re figale- 
men t  les propri~tfis et le poids mol6culaire de GM2, qui est consid6r6 comme le too- 
hombre. L'6quil ibre monom~re-dim~re est ~tudi~: il est r~gi par I 'ATP, qui indui t  
la formation du dim&re /~ par t i r  de GM2. L ' A T P  n ' a y a n t  aucune action inhibitrice 
sur GM2, il existe une apparente  contradict ion entre les r6sultats:  cette diff~rence 
peut  s 'expl iquer  par  le fait que la t ransformat ion  de GM2 en GMI sous l ' influence de 
I 'ATP exige une latence de IO rain A 3 °0 et I h 5 ° rain ~t 4 °. Cette t ransformat ion est 
r6versible. 

Les propri6tfis r6gulatrices sont discut6es et compar6es ~ celles de la phospho- 
fructokinase.  
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