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Kinetic properties of microsomal glucokinase of rat liver have been investigated. The enzyme is inhibited by ATP 
and activated or deinhibited by AMP. It displays properties associated with a typical allosteric enzyme which could 
realize a feedback control of glycolysis. 

1. Introduction 

Dans un rScent travail [ 1 ], nous avions montr6 
qu'il existait une activitS hexokinasique liSe aux 
microsomes du foie de rat. Apr~s purification, cette 
activit6 se r6partissait en deux pics par filtration sur 
colonne de Biogel P 225, avec des poids molSculaires 
apparents, respectivement de 110 000 et 50 000. 

En fait, les enzymes correspondants pr6sentaient 
un K m Slev6 vis ~ vis du glucose, caractSristique qui 
diff6rencie les glucokinases des hexokinases. La spS- 
cificitS 6troite de ces enzymes qui ne phosphorylent 
que le glucose et la glucosamine confirmait, en l'oc- 
curence, cette d6finition. 

Les propri~tSs catalytiques de ces glucokinases 
n'6taient pas sans rappeler celles de la phosphofructo- 
kinase dont les propri6tSs allostSriques sont connues. 
I1 6tait donc int6ressant d'6tudier, sur ces glucokinases, 
l'action des effecteurs allostSriques qui font de la 
phosphofructokinase l'enzyme r6gulateur de la glyco- 
lyse. 

2. Mat6riel et m6thodes 

Les foies, pr61ev6s sur des rats Wistar nourris 
volontS, sont soumis fi un fractionnement cellulaire 
selon la m4thode de de Duve [2]. A partir des mem- 
branes endoplasmiques solubilis6es par le Triton 
X100, les glucokinases microsomiques sont prSpar6es 
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selon la m6thode pr4c6demment d6crite [1], les 
principales 6tapes sont, successivement, un fraction- 
nement par le sulfate d'ammonium, une chromato- 
graphie sur DEAE-sephadex, une chromatographie sur 
DEAE-cellulose. Apr~s concentration des fractions 
actives par filtration sous vide ~ travers ultra-gaine 
Schleicher et Schull, une derni~re 6tape de purifica- 
tion sur colonne de Biogel P 225 permet de sSparer 
deux pics d'activit6 glucokinasique que l'on a appel6 
G1 (poids molSculaire apparent 110 000) et G2 
(poids mol6culaire apparent 50 000). 

L'activit6 glucokinasique est dosSe en suivant, dans 
un spectrophotom~tre Beckman DB thermostats ~t 
30 ° (temp6rature prise darts les cuves), la formation 
de glucose-6-phosphate [3]. Le milieu rSactionnel 
contient: Tris-HC1 (80 mM) pH 8,1 (pour G1) ou 8,4 
(pour G2), NADP + (0,55 mM), glucose-6-phosphate 
dSshydrogSnase (0,05 unit6), 6-phosphogluconate 
dSshydrogSnase (0,05 unitS), EDTA (0,01 mM), 
2-mercapto4thanol (0,01 raM), ATP et MgC12 (en 
concentrations variables selon les expSriences). La 
r6action est initi6e par addition de glucose (de 20 
120 mM); la cinStique enzymatique est enregistrSe 
durant 5 minutes h 340 nm, la partie linSaire de la 
courbe 6tant prise comme vitesse initiale. 

3. R~sultats et discussion 

Les courbes donnant la vitesse de phosphorylation 
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Fig. 1. Variation de la vitesse de phosphorylation du glucose 
par les glucokinases microsomiques G1 et G2 en fonction de la 
concentration en ATP. Le milieu d'incubation contient, en 
plus des r6actifs pr6cis~s au paragraphe "Mat6riel et m6thode": 
glucose (30 mM), MgCI 2 (0,5 mM) et ATP comme il est in- 
diqu6 en abscisse. Courbe A: G 1; courbe B, G 1 en pr6sence 

d'AMP (1 mM) ; courbe C: G2. 

du glucose en fonction de la concentration en ATP 
sont trac6es sur la fig. 1. La concentration en glucose 

est de 30 mM, celle en MgC12 est de 0,5 mM. Pour la 
glucokinase G1, qui ale  poids mol6culaire le plus 
61ev6, la vitesse passe par un maximum ~ environ 0,3 
mM d'ATP et d6croit aux concentrations plus 61ev6es. 
Aux plus faibles concentrations en ATP, alors que 
l 'enzyme est satur6 pour le Mg 2+ et le glucose, l'addi- 
tion de 1 mM d'AMP diminue la vitesse de catalyse 
jusqu'au point d'intersection des courbes A et B, dont 
l'abcisse correspond h 0,8 mM d'ATP. A c e  point, on 
peut consid6rer que l 'addition d'AMP est sans effet, 
car son action sur la saturation de l 'enzyme est com- 
pens6e par son action sur la vitesse maximale. 

Lorsque la concentration en ATP augmente, l'af- 
finit6 pour le glucose diminue au point qu 'une con- 
centration de 30 mM de ce substrat ne peut saturer 
davantage l 'enzyme; c'est la cause essentielle de Fin- 
hibition observ6e. Aussi, rAMP, qui augmente l'af(i'- 
nits de l 'enzyme pour le glucose, peut-il accroitre la 
vitesse de r6action ~ ces concentrations 61ev6es en 
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Fig. 2. Variation de la vitesse de phosphorylation du glucose par les glucokinases microsomiques G1 (a) et G2 (b) en fonction de la 
concentration en glucose. Le milieu d'incubation contient, en plus des r6actifs pr6cis6s au paragraphe Mat6riel et m6thode: MgCI2 
(1 mM), glucose, comme il est indiqu6 en abscisse. Courbe A: ATP (0,5 mM); Courbe B: ATP (1,5 mM); Courbe C: ATP (0,5 mM), 

AMP (1 mM). 
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ATP. L'AMP est donc un effecteur positif et I 'ATP 
un effecteur ndgatif. 

Quant h la courbe C obtenue ave la glucokinase G2 
de plus faible poids mol6culaire, elle correspond sen- 
siblement ~ une cin6tique michaelienne. 

Ces premi6res conclusions sont confirm6es par les 
courbes de la fig. 2 qui repr6sentent la variation de la 
vitesse de phosphorylation du glucose en fonction de 
la concentration en glucose. 

La concentration en MgC12 est alors de 1 mM, cel- 
les d 'ATP sont respectivement de 0,5 mM (courbes A 
et C) et de 1,5 mM (courbe B). Ces courbes mettent 
en 6vidence les effets de la concentration en ATP sur 
l'affinit6 de l 'enzyme pour le glucose. Aussi, pour la 
glucokinase G1 (fig. 2a, courbes A et B), l 'augmenta- 
tion de la concentration en ATP amine une 616vation 
de la concentration en glucose correspondant ~ la 
demie vitesse maximale et donne une forme plus sig- 
moidale aux courbes. Au contraire l 'addition de 1 mM 
d'AMP d6place les courbes vers la gauche et leur donne 
pratiquement l'allure de cin6tiques "normales" (courbe 
C). 

Ces divers r6sultats semblent donc montrer l'exist- 
ence, sur G1, de sites rdgutateurs dont l 'occupation 
par I'AMP convertit l 'enzyme en une forme qui cata- 
lyse la phosphorylation du glucose/l des vitesses plus 
faibles, mais qui est satur6e par des concentrations 
plus faibles de ce substrat. A l'inverse, la fixation de 
I'ATP favorise une forme de l 'enzyme qui n6cessite des 
concentrations en glucose nettement plus 61ev6es pour 
sa saturation. 

Les propridt6s de la glucokinase G1 sont tr~s voi- 
sines de celles des phosphofructokinases [ 4 - 9 ]  dont 
le caract6re allost6rique est bien 6tabli. 

De plus, il est int6ressant de constater que l'aug- 
mentation de la concentration en ATP ne modifie en 
rien l'allure michaelienne des phosphorylations du 
glucose par G2 (fig. 2b); elle entrafne simplement une 

616vation de la vitesse de catalyse. Ainsi G2 ne poss6- 
derait pas les caract6ristiques d 'un enzyme r6gulateur. 
Or la glucokinase microsomique est constitu6e de deux 
enzymes G1 et G2 que l 'on ne s6pare que par filtra- 
tion sur Biogel et dont les propri6tds catalytiques sont 
identiques. Ces constatations sugg6rent que l 'on est en 
pr6sence d'un 6quilibre monom6re-dim6re, dont le 
dim6re G 1 poss~derait le caract~re allostdrique. En 
l'6tat actuel de nos recherches, aucun autre argument 
ne permet encore d'6tayer cette hypoth~se. 

I1 est admis qu'au niveau des glucokinases, la r6gu- 
lation de la glycolyse est une r6gulation de synth6se 
et non une r6gulation d'activit6 comme c'est le cas au 
niveau des phosphofructokinases. Des r6sultats pr61i- 
minaires d6crits dans cette note, de leur similitude 
avec ceux qui ont 6t6 publi6s ant6rieurement pour les 
phosphofructokinases, il semble que l 'on puisse con- 
clure qu'une r6gulation allost6rique de la glycolyse 
peut 6tre effectu6e par la glucokinase microsomique 
du foie de rat G 1. 
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