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Effects of  basic proteins of  low molecular weight on the phosphohydrolase and 
phosphotransferase activities of  microsomal glucose-6-phosphatase in adult 
monkey  hepatocytes 

Summary 

The effects of histone 2A and some polycations on microsomal carbamyl- 
phosphate:D-glucose phosphotransferase and glucose-6-phosphate phospho- 
hydrolase activities (D-glucose-6-phosphate phosphohydrolase, EC 3.1.3.9), 
have been investigated. 

1. Histone 2A and polycations activate the two enzymic activities. At a 
constant cation concentration, this activation increases with the number of 
cationic groups per molecule. 

2. Activation by histone 2A is related to its fixation on microsomal mem- 
branes. This fixation varies with quantities of histones and pH. 

3. The nature of  the interactions between histones and microsomal mem- 
branes is shown to be electrostatic, probably between the cationic groups of 
histones and the anionic group of  membranous lipids. 

4. Kinetic analysis reveal that  histone 2A increases the maximal reaction 
velocity but does not  affect the apparent Michaelis constant values for the sub- 
strates. 

5. The role played by the cationic groups of histone 2A on the microsomal 
glucose 6-phosphatase, is discussed. 

Rdsumd 

L'action de petites prot~ines basiques, plus particuli~rement d'histones 2A 
de thymus de veau, et d'autres polycations sur les activit~s glucose-6-phosphate 
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phosphohydrolase  (D-glucose-6-phosphate phosphohydrolase,  EC 3.1.3.9) et  
carbamyl-phosphate:D-glucose phosphotransf~rase des microsomes d'h~pato- 
cytes de singe adulte, a ~t~ ~tudi~e. 

1. Les polycations,  dont  les histones 2A, exercent un effect  activateur sur les 
deux activitds enzymatiques ~tudi~es. Cet effet  augmente avec le nombre de 
groupements  cationiques par molecule pour  une concentrat ion en cations con- 
stante. 

2. L'activation par les histones 2A est en correlation avec sa fixation sur les 
membranes microsomiques. Cette fixation varie en fonction du pH et de la 
quantit~ d 'histones pr~sentes. 

3. Les interactions histones-membranes microsomiques seraient de nature 
~lectrostatique vraisemblablement entre les groupements  cationiques des 
histones et les fonctions anioniques des phospholipides membranaires. 

4. L'activation porte uniquement  sur la vitesse de catalyse enzymatique sans 
affecter l'affinit~ de l 'enzyme vis-a-vis de son ou ses substrats. 

5. Une interpretation de l 'action des groupements  cationiques des histones 
2A et autres polycations vis-a-vis des. deux activit~s de la glucose-6-phosphatase 
microsomique est discutde. 

Introduction 

Des ~tudes r~centes ont  montr~ que diverses prot~ines, comme le lysozyme, 
le cy tochrome c, la spectrine, l 'h~moglobine, l 'albumine, la ribonucl~ase, 
l 'ATPase, etc . . . .  [1--10] pouvaient interagir avec les phospholipides de lipo- 
somes, entrainant une augmentat ion de la diffusion d' ions ou de glucose. I1 
semble que ces prot~ines, qui sont des poly~lectrolytes, agissent essentiellement 
par leur charge, comme le confirment  des effets similaires obtenus avec des 
polycations tels que la poly(L-lysine) [4,7]. 

Une approche plus physiologique consiste a d~terminer l 'action de telles 
prot~ines, non plus sur la diffusion de petites molecules a travers des v~sicules 
phospholipidiques artificielles, comme ce fur le cas dans les travaux cites, mais 
sur un transport  dfiment caract~ris~ a travers des membranes biologiques. C'est 
ainsi que l 'effet  activateur de petites prot~ines basiques, sur le transfert de 
mannose, dans les microsomes d'Aspergillus niger, a pu ~tre mis en dvidence 
[11]. 

Un autre syst~me microsomique met  en jeu le transport  du glucose 6-phos- 
phate eytosolique, a travers la membrane du reticulum endoplasmique, vers la 
face non cytoplasmique o~ se trouve une phosphatase [12]. Le fonct ionnement  
de ce syst~me, qui comporte  un transporteur,  est donc int imement lid a l'~tat 
physique de la membrane a laquelle il est associ~. 

Le bu t  de ce travail est de montrer  que l 'action des histones 2A, les plus 
efficaces des polycations essayds, sur les activitds phosphohydrolase  et phos- 
photransf~rase des microsomes d 'h~patocytes  de singe, est en relation ~troite 
avec leur interaction au niveau de la membrane.  

Matdriel et M~thodes 

Matdriel. Les singes sont  des cercopith~ques (Erythrocebus paras) aimable- 
ment  fournis par IFFA-M~rieux. I1 s'agit d 'adultes des deux sexes nourris a 
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volont~, dont l'~tat sanitaire est dfiment contrSl~. 
La fraction microsomique constituant la preparation enzymatique est pr~- 

par~e par centrifugation diff~rentielle et son contenu enzymatique a ~t~ carac- 
t~ris~ [13]. Les microsomes sont utilis~s imm~diatement apr~s leur preparation. 
En effet, l'utilisation de microsomes conserves une nuit ~ 0°C ou congel~s dans 
l'azote liquide introduit une certaine dispersion dans les r~sultats. Au contraire, 
on observe peu de variation dans les microsomes frais, d'une preparation 
l'autre. Tous les r~sultats pr~sent~s sont la moyenne d'au moins trois 
experiences. 

L'histone 2A provient du thymus de veau (Sigma, poudre lyophilis~e). 
Mdthodes. Les activit~s phosphohydrolase (D-glucose-6-phosphate phospho- 

hydrolase, EC 3.1.3.9} et phosphotransf~rase on ~t~ d~termin~es par les dosages 
classiques, respectivement, du phosphate lib~r~ et du glucose 6-phosphate 
form~ [14]. Les modalit~s de fonctionnement et les param~tres cin~tiques de 
ces deux activit~s ayant ~t~ pr~alablement ~tablis [14], les essais sont r~alis~s 
concentration saturante en substrat: glucose 6-phosphate 10 mM (activit~ phos- 
phohydrolase); carbamyl-phosphate 16 mM, D-glucose 300 mM (activit~ phos- 
photransf~rase). Les prot~ines sont dos~es par la m~thode de Hartree [15]. 

R~sultats 

Action de divers cations et polycations sur les activitds phosphohydrolase et 
p ho sp ho transf drase 

Les effets de divers cations et polycations sur les activit~s phosphohydrolase 
et phosphotransf~rase sont donn~s dans le Tableau I. Notons que les deux 
acides amines basiques utilis~s ont leur groupement carboxylique bloqu~. 
L'effet activateur, nul pour le cation NH~, semble croltre avec le nombre de 
groupements cationiques port,s par l'effecteur, la concentration globale en 
cations restant constante. Les effets sont similaires sur les deux activit~s 

T A B L E A U  I 

E F F E T  DE C A T I O N S  E T  DE P O L Y C A T I O N S  S U R  LA G L U C O S E - 6 - P H O S P H A T E  P H O S P H O H Y D R O .  

L A S E  E T  LA C A R B A M Y L - P H O S P H A T E : G L U C O S E  P H O S P H O T R A N S F E R A S E  

Les incubat ions  sont  e f f e c t u ~ e s  d pH 6.5 dans  1 m l  de  t a m p o n  Tris-maldate 50 raM,  c o n t e n a n t  0 .25  m g  de 
protAines m i c r o s o m i q u e s ,  durant  1 0  m i n .  Les c o n c e n t r a t i o n s  en substrat  sont ,  r e s p e c t i v e m e n t ,  10 m M  
pour  le  g lucose  6ophosphate ,  16  m M  pour  le  c a r b a m y l - p h o s p h a t e  e t  3 0 0  m M  pour  le g lucose .  La co ncen-  
trat ion  e n  e f f e e t e u r  a ~t~ r a m e n ~ e  d 2 m M  en  [NH~]. Le premier  ehi f fre  d o n n e  l 'aetivit~ sp~ei f ique  expri.  
m~e  en  /~mol • ra in  -1 • m g  -1 prote ine .  Le ehi f fre  entre  parentheses  repr~sente  l 'aetivlt~ sp~ci f ique relative. 
ea lcul~e  se lon  la f o r m u l e :  100  X activit~ sp~ei f ique e n  presence  du ca t ion /ac t iv i t~  spdei f ique du t ~ m o i n .  

E f f e e t e u r  P h o s p h o h y d r o l a s e  Phosphotransfdrase  

T ~ m o i n  
N H  4 C1 
L-Lysine  fl n a p h t h y l a m i d e  c a r b o n a t e  
L-Arg ln ine  m e t h y l  ester  
Sperrnidine 
Spermine  
Poly (L- lys ine )  (2320)  * 

Poly (L- lys ine )  (27 9 0 0 )  * 

0 .21 -+ 0 .01 (100 )  
0 .21  + 0 .01 ( 1 0 0 )  
0 .21 ± 0 .01 ( 1 0 0 )  

0 .24  + 0 . 0 1 5  (114 )  
0 .26  ± 0 .02  (124 )  
0 . 2 6  -+ 0 .02  (124 )  
0 . 3 0  ± 0 .03  (143 )  
0 . 3 4  ± 0 .03  (162 )  

0 .17  +- 0 .01 (100 )  
0 .17  -+ 0 .01  ( 1 0 0 )  
0 .17  -+0.01 ( 1 0 0 )  
0 .18  + 0 . 0 1  (106 )  
0 .18  -+ 0 .015  ( 1 0 6 )  
0.18  +- 0 .02  ( 1 0 6 )  
0.19  -+ 0 . 0 2 5  ( 1 1 2 )  
0 .28  ± 0 .03  (133 )  

* Poids mol~eu la ire .  
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enzymatiques,  quoique plus limitds sur la phosphotransf~rase. De routes fa~ons, 
cette activation n'est vraiment nette qu'avec la poly(L-lysine) ayant  un poids 
moldculaire moyen  de 27 900. Des essais pr~liminaires ont  montr~ que l 'histone 
2A du thymus  de veau ~tait plus active que la poly(L-lysine). De plus, il s'agit 
d 'un  poly~lectrolyte naturel. C'est donc avec cet effecteur que l '~tude sera 
approfondie.  

Fixa t ion  des his tones  sur les microsomes  
Prdcisons tout  d 'abord que les histones de diffdrents types ont  donn~ les 

m~mes r~sultats que l 'histone 2A. 
Les r~sultats du Tableau I sugg~rent une participation des groupements 

cationiques dans le rSle joud par les poly~lectrolytes sur les activit~s enzyma- 
tiques. D'ailleurs, une petite prot~ine ayant  un point  isodlectrique acide n'a 
aucun effet.  Afin de pr~ciser les interactions existant entre un polycat ion et la 
membrane microsomique, les modalitds de f x a t i o n  de l 'histone sont ~tudi~es, 
en fonct ion de divers param~tres. Ainsi, la Fig. 1A donne la quantitd d 'histone 
fix~e en fonct ion du pH, pour  trois valeurs du rapport  R = quantit~ d 'histone/  
prot~ines microsomiques. 

Le pH a peu d 'act ion pour  des quantit~s d 'histone ne t tement  plus faibles que 
la quantit~ de prot~ines microsomiques (R = 0.5), mais pour  R = 1 ou R = 1.5, 
un op t imum de fixation appara]t  ~ pH 7.5. 

Quelque soit le pH, entre 5 et 8.5, la quantit~ d 'histone fix~e cro~t avec le 
rapport  R,  jusqu 'a  une valeur voisine de 2 {Fig. 1B). Au-del~, il y a saturation. 

R 

• 0 ,5  

• 1 

• 1,5 

2 0 0  

o loo  

z 

3 0 0  

pH 

• 6,5 

• 5 = 

• 7,5 

300 

200 

10C 
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Fig. 1. F i x a t i o n  de  l ' h i s t o n e  2 A  d u  t h y m u s  de  v e a u  sur  les  m e m b r a n e s  m i c r o s o m i q u e s  d e s  h d p a t o c y t e s  de  
singe. L e s  i n c u b a t i o n s  s o n t  r~alis~es p e n d a n t  10 ra in  ~ 37°C  en  t a m p o n  Tr is -maldate  50  raM, e n  p r e s e n c e  
de  30 0  pg de  p ro t~ ines  m i c r o s o m i q u e s .  Aprds  i n c u b a t i o n  le mi l ieu  est  cent r i fug~ 3 rnin ~ 100  0 0 0  × g darts 
une  cen t r i fugeuse  Ai r fuge  ( B e c k m a n )  e t  les  p r o t d i n e s  s o n t  d o s ~ e s  darts le su rnagean t .  R repr~sente  le 
r a p p o r t  h i s t o n e / p r o t 6 i n e s  m i c r o s o m i q u e s .  A.  Ef fe t  du  p H  sur  la f i x a t i o n  d e s  h i s t o n e s  p o u r  tro is  va leurs  d e  
R. B. Ef fe t  de  la quan t i t~  d ' h i s t o n e  a jout~e au  mi l ieu  sur  la f i x a t i o n  d e s  h i s t o n e s  p o u r  tro is  valeurs  d u  pH.  
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D'autre part, les cin~tiques de fixation en fonction du temps montrent  que la 
fixation maximale est quasi-instantan6e. 

Enfin, cette fixation est to ta lement  supprim~e par 616vation de la force 
ionique (NaC1 0.3 M), ce qui confirme le caract~re ionique des liaisons entre 
histone et membrane. Dans ces conditions, aucune activation n'est induite par 
l 'histone. 

Action du pH sur l'effet activateur des histones 
Afin de v~rifier s'il existe une relation entre la fixation des polycations et 

leur effet sur les activit6s enzymatiques,  les courbes d'activit6s en fonction du 
pH sont trac~es, en presence d'histone. Dans la Fig. 2, on constate que les 
activit~s phosphohydrolase {Fig. 2A) et phosphotransf6rase (Fig. 2B), qui 
pr6sentent, en l 'absence d'histone, un opt imum ~ pH 6.5, ont  une grande 
analogie avec les courbes de fixation d'histones. Ainsi, l 'opt imum d'activation 
se situe au mSme pH que la fixation maximale, pH 7.5, alors qu 'un  minimum 
apparait  aux environs de pH 6.5. Dans t o u s l e s  cas, l 'activation crol t  avec la 
quantit~ d 'histone fix~e; elle est plus importante pour  la phosphotransf6rase. 
Pr~cisons que la vitesse de r6action en pr6sence d'histone reste lin6aire durant 
15 min, contre 30 min en l 'absence d 'effecteur.  

Effets des histones sur les paramdtres cindtiques des activitgs phosphohydrolase 
et phosphotransfdrase 

(a) Glucose-6-phosphate phosphohydrolase. La cin6tique t6moin, r6alis6e 
pH 6.5, donne un Km apparent de 2.5 mM. Or, en pr6sence d 'une quantit6 
d 'histone double de la quantit6 des prot6ines microsomiques (R = 2), ce Km 
conserve la m~me valeur, que ce soit ~ pH 6.5 ou ~ pH 7.5, alors que, dans ces 
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Fig .  2.  E f fe t  d u  p H  sur les  act iv i t~s  p h o s p h o h y d r o l a s e  (A)  ( s y m b o l e s  o u v e r t e s )  e t  p h o s p h o t r a n s f ~ r a s e  (B) 
( s y m b o l e s  ferrnds) e n  1 'absence  ( o  e )  o u  en  p r e s e n c e  d ' h i s t o n e  (R : 1, ¢ ,  @; R ; 2,  A, A). Les  mi l l i eux  d ' i n -  
c u b a t i o n  s o n t  les  r n e m e s  q u e  d a n s  la F ig .  1 ,  m a i s  c o n t i e n n e n t e n  p lus  so i t  d u  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  ( 1 0  r a M ) ,  
so i t  d u  g l u c o s e  ( 3 0 0  r aM)  e t  d u  c a r b a m y l - p h o s p h a t e  ( 1 6  m M ) .  
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conditions, la Ves t  multipli6e respectivement par un facteur 1.6 et 2. 
(b ) Carbamyl-phosphate:D-glucose phosphotransferase. Des r6sultats 

similaires sont obtenus  sur l'activit6 ph(~sphotransferase. Les Km vis-a-vis du 
glucose, 61 mM, en concentrat ion saturante en carbamyl-phosphate 16 mM ou 
vis-a-vis du carbamyl-phosphate,  5.7 mM, en concentrat ion saturante en 
glucose, 300 mM restent constants en pr6sence d 'histone (R = 2). Mais les V 
sont multipli6es par des facteurs allant respectivement jusqu'~ 3 et 2.3 ~ pH 
7.5. 

Discussion 

Des r~sultats rapport6s dans ce travail, on peut  tirer les conclusions sui- 
vantes: 

(1). Les polycat ions ont  un effet  activateur sur les activit~s phosphohydro-  
lase et phosphotransf6rase des membranes microsomiques des h~patocytes de 
singe. Cet effet  ne se manifeste de faqon significative qu'~ partir d 'un  certain 
poids mol~culaire, puisque la spermine ou la spermidine ont  une action beau- 
coup plus faible que la poly(L-lysine) de poids mol~culaire 27 900, ceci ~ con- 
centrat ion en NH~ constante. 

(2). Comme le montre  l '~tude effectu~e avec l 'histone 2A, cet effet  est li~ 
la fixation des polycat ions sur les membranes,  fixation qui varie avec le pH et la 
quantit~ de polycations en presence jusqu'~ un point  de saturation. 

(3). Les interactions entre membrane et polycations,  abolies par une 61~va- 
t ion de la force ionique, sont de nature ~lectrostatique, vraisemblablement 
entre les groupements  cationiques exog~nes et les fonctions anioniques des 
t~tes zwitterioniques des phospholipides membranaires. 

(4). L 'effe t  activateur est en rapport  ~troit avec la quantit~ de polycat ions 
fixes. 

(5). Cet effet  porte uniquement  sur la vitesse de catalyse, les Km restant 
constants dans t ous l e s  cas. 

Dans un travail r6cent, Nordlie et  al. [16] mettaient  en 6vidence une stimula- 
t ion par les polyamines des deux activit6s de la glucose-6-phosphatase micro- 
somique du foie de rat. Sur plusieurs points, nos r6sultats ne concordent  pas 
avec les leurs. Certes, dans quelques cas, leurs condit ions exp6rimentales sont 
diff6rentes (par exemple utilisation de concentrations non saturantes en sub- 
strats). Mais, pour  ce qui est des modifications des param6tres cin6tiques par la 
poly(L-lysine), ces auteurs obt iennent  une diminution importante des Km vis-a- 
vis des substrats phosphoryl6s, alors que celui du glucose reste constant. Si le 
fait d'utiliser, comme effecteur  polycationique,  de l 'histone au lieu de poly- 
(L-lysine) ne semble pas devoir fitre pris en consideration, il faut n6anmoins 
remarquer que le mat6riel biologique est diff6rent. La glucose-6-phosphatase 
microsomique du foie de singe pr6sente, dans certains domaines, un comporte-  
ment  original [14]. 

I1 existe cependant  des convergences entre nos conclusions et celles de 
Nordlie et al. [16]. Ainsi, le r6sultat essentiel de l 'action des polycations est 
toujours  un effet  activateur. De plus, il ressort de nos travaux que l 'activation 
n'est pas seulement li6e aux groupements  cationiques, mais 6galement ~ la 
nature du compos6 qui porte  ces groupements  et, plus pr6cis6ment, au nombre  
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de groupements amines port ,s  par la molecule de l'effecteur. 
Ces r~sultats sont absolument semblables h ceux obtenus pr~c~demment 

propos de l'action de petites prot~ines basiques sur le transfert de mannose 
dans les membranes microsomiques d'Aspergillus niger [11]. Dans ce syst~me, 
l'analyse cin6tique des ph~nom~nes enzymatiques se produisant sur chaque face 
de la membrane sugg~rait que l'action de l'histone 2A portait au niveau du 
transport intramembranaire. 
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