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SUMMARY 

Microsomal glucokinase of rat liver. Localisation in a Golgi-rich fraction 
Glucokinase activity was previously found to be associated with a microsomal 

fraction of rat liver. Zonal centrifugation has been used to determine the localisation 
of this glucokinase. The fraction which contains 60% of glucokinase activity shows 
also 37% of UDPgalactose:N-acetylglucosamine galactosyltransferase activity. 
These enzymic activities are purified io- and 6,5-fold over the crude microsomal 
fraction, respectively. Morphologically the fraction consists mainly of smooth mem- 
branes with bissacs and tubular elements. These results suggest that  this fraction is 
derived from the Golgi apparatus. I t  does not contain appreciable amounts of enzymes 
such as glucose-6-phosphatase and 5'-nucleotidase. The level of thiamine pyrophos- 
phatase is higher (50%). The function of this glucokinase bound to a Golgi-rich 
fraction of rat liver is discussed. 

INTRODUCTION 

A c6td de 4 hexokinases solubles ~ fort (glucokinase) et faible Kin, il existe 
dans le foie de rat, une activit6 glucokinasique li6e ~ des particules cellulaires 1. Diver- 
ses m6thodes de fractionnement cellulaire ont montr6 que cette activit6 6tait li6e aux 
microsomes caractdrisfs par leur forte teneur en glucose-6-phosphatase et par une 
6tude morphologique 1. 

La solubilisation maximale de l 'activit6 glucokinasique obtenue par le Triton 
X-Ioo amine ~ envisager une localisation membranaire. 

Le but de ce travail est de prdciser la fraction submicrosomique contenant cette 
activit6 glucokinasique, de la caract6riser ~ l'aide d'enzymes marqueurs et d'un 
examen par microscopie 61ectronique. 
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MAT1~RIEL E T  MI~THODES 

Matdriel 
Les rats males, de souche Wistar, pesant 25o-3oo g et nourris A volont6, sont 

tu6s par d6capitation. Le foie est aussit6t pr61ev6 et plong6 dans une solution glac6e 
du tampon de broyage, dilac6r6 et lay6 plusieurs lois par ce tampon. 

L'homog6nat est obtenu en broyant  le tissu dans le tampon appropri~ A la 
m6thode de fractionnement utilis6 (I g de tissu frais dans 3 ml de tampon) A 1'aide 
d'un broyeur Pot ter-Elvehjem 6quip6 d'un piston en t6flon (3 passages de 30 s). 

M~thodes 
Fractionnement cellulaire 
(a) En saccharose, o.25 M 2. La solution de broyage est constitu6e par un tam- 

pon Tris-HC1 o.oi M (pH 8) 0.25 M e n  saccharose, contenant de I 'EDTA (4 raM) et 
du mercapto6thanol (4 raM). Apr~s deux centrifugations A 600 × g, puis 25 ooo × g 
destindes A 61iminer les noyaux, les cellules non broy6es, les mitochondries et les 
lysosomes, une centrifugation d'une heure A lO 5 ooo x g permet d 'obtenir un culot 
de microsomes qui est lav6 deux fois par le tampon. Cette fraction, consid6r6e comme 
une fraction microsomique totale, sert de rdf6rence dans le Tableau I. 

(b) En saccharose 0.88 M 3. On utilise le m~me tampon de broyage que dans 
la m6thode pr6c6dente, mais 0.88 M e n  saccharose. Le fractionnement, r6alis6 dans 
une centrifugeuse Spinco (ModUle L) est r6sum6 dans le sch6ma suivant: 

Foie brc ,~ en saccharose 0.88 M 

20 min ~t 20 000 x g 

Cellules non broy6es noyaux mitochondries 4/5 sup6rieur du surnageant post-mitochondrial 
I 

1 h~ 105 0 0 0 x g  

I 
¢ 

1 e fraction microsomique 
(ergastoplasme) 

¢ 
4/5 sup6rieur du surnageant 

I 
3 h ~  145 0 0 0 x g  

I ¢ ¢ 
2 e fraction microsomique Phase cytoplasmique soluble 
(membranes lisses et 
ribosomes lisses) 

Les deux fractions microsomiques obtenues sont lavdes deux fois par le tampon. 
(c) Pr6paration des fractions submicrosomiques par un gradient discontinu de 

saccharose*, 5. L'homog6nat est pr6par6 dans un tampon phosphate o.I M (pH 7.5), 
0.25 M en saccharose, contenant de I 'EDTA (4 raM), du mercapto6thanol (4 raM), du 
MgSO, (I raM), du glucose (5 raM) et I %  de dextran (poids moMculaire 200 ooo- 
275 ooo, B.D.H., Grade A). A part ir  de cet homog6nat, les microsomes sont pr~par6s 
comme pr~c6demment ~-, lav6s et remis en suspension dans le tampon sans dextran, 
contenant une concentration de 45% en saccharose. IO ml de la suspension sont 
d6pos6s au fond d 'un tube de rotor SW 25-1 (ultracentrifugeuse Spinco). Puis, on 
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d@ose dans l'ordre: 6.5 ml d'une solution ~ 35% de saccharose dans le tampon de 
broyage, 6.5 ml d'une solution ~ 3 o 0 , 5  ml d'une solution ~ 25% et 2.5 ml de tampon. 

Apr~s centrifugation, pendant 16 h ~ 64 ooo × g du gradient discontinu ainsi 
constitu6, les zones obtenues sont aspir~es, par le haut, ~ l'aide d'une seringue, 
dilu6es dans le tampon de broyage et centrifug6es I h ~ IiO ooo × g. Les s6diments 
sont lav6s une fois dans le m~me tampon. 

Dosages enzymatiques 
(a) Glucokinase (ATP:D-glucose 6-phosphotransf6rase, EC 2.7.1.2). Cet en- 

zyme est dos6 spectrophotom6triquement selon une m6thode pr6cddemment d~crite 1. 
Bri~vement, on dose le glucose 6-phosphate form6, grace ~ une r6action de d6shydro- 
g6nation catalys6e par la glucose-6-phosphate d6shydrog6nase, dans laquelle le 
NADP + est transform6 en NADPH, ce qui entralne une augmentation de l'absor- 
bance ~ 34 ° n m  6. Le dosage se fait en pr6sence d'un exc~s de 6-phosphogluconate 
ddshydrog6nase, afin d'6liminer l'interf6rence 6ventuelle de cet enzyme 7. Le milieu 
r6actionnel est constitu6 de tampon Tris-HC1 o.o8 M (pH 8), contenant du NADP + 
(o.55 mM), de I 'ATP (3.7 mM), du MgCl~ (7.4 mM), de la glucose-6-phosphate d6hydro- 
g6nase (o.o5 unit6), de la 6-phosphogluconate d6shydrog6nase (o.o 5 unit~), de I 'EDTA 
(o.oi mM), du mercapto6thanol (o.oi mM), du Triton X-Ioo (o.I°/o). A 2.8 ml de ce 
milieu, ~ 3o °C, sont ajout6s IOO/~1 de tampon dans la cuve t6moin et ioo #1 de la 
pr@aration enzymatique dans la cuve de dosage. La r6action est initi6e par addition 
de 2oo #1 d'une solution 1. 5 M de glucose. On enregistre la cin6tique correspondante 
pendant 5 min, la pente de la partie lin~aire de la courbe 6tant prise comme vitesse 
initiale. 

(b) Glucose-6-phosphatase s (n-glucose-6-phosphate phosphohydrolase, EC 
3.1.2.9). A 4 °/~1 de milieu r~actionnel constitu~ de tampon mal~ate o.o6 M (pH 6.5) 
contenant du glucose 6-phosphate (25 mM), 0.02/~C de [U-14CJglucose 6-phosphate 
(C.E.A., lot No. 3876, 52 Ci/mole) et du Triton X-Ioo (o.I5%), on ajoute, ~ 37 °C, 
IO #1 de la preparation enzymatique. 

La r6action est arrfitde apr~s un temps variable par addition de IO/~1 d'HC1 
I M. Des fractions aliquotes (20 #1) de chaque essai sont dfpos~es sur une feuille de 
papier MN 214, imbib6e de tampon ac6tate de pyridine (pH 6.5). Une 61ectrophor~se 

haut voltage (60 V/em) est alors r6alis6e ~ ce pH, pendant 30 rain, dans l'appareil 
Pherograph. La feuille est ensuite s6ch~e et des zones de 3 cm de diam~tre sont df- 
coup6es au niveau des d@6ts. La radioactivit6 restant au point de d@art) [14Cjglu- 
cose) est mesur6e dans un compteur ~ scintillation liquide Packard Tri-Carb. Le 
liquide scintillateur est constitu6 de tolu&ne (Merck) contenant 5 g/1 de 2,5-diphenyl- 
oxazole et 0.3 g/1 de 1,4-bis-2,4-m6thyl-5-ph6nyloxasolylbenz~ne. 

(c) 5'-Nucl6otidase (5'-ribonucldotide phosphohydrolase, EC 3.1.3.5). A 4 °/~1 
de milieu r6actionnel contenant du tampon glycocolle o.12 M (pH 8.5), de I'AMP 
(7.4 mM), 0.02 #Ci de [U-~4C]AMP (C.E.A., lot No. 3776, 240 Ci/mole) et du MgCI~ 
(12 raM), on ajoute ~ 37 °C, IO #1 de la pr@aration enzymatique s. La r6action est 
arrfit6e par cong61ation brutale dans l'azote liquide. La d~termination de l'activit6 
est effectu6e comme ci-dessus. 

(d) Thiamine pyrophosphatase (thiamine pyrophosphate phosphohydrolase, EC 
3.6.1-). On dose le phosphate lib6r6, ~ 37 °C, en tampon Tris 0.04 M (pH 8.5) conte- 
nant du MgCle (4 mM), ~ partir du pyrophosphate de thiamine (2 raM). La m6thode 
de dosage utilis6e est celle de Ueda et Wada 9 qui comprend une extraction par le 
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chloroforme et l'isobutanol, la coloration 6tant obtenue par un r6actif vanado- 
molybdique. 

(e) Galactosyltransf6rase (UDPgalactose :N-ac6tylglucosamine galactosyltrans- 
f6rase, EC 2.4.1- ). 

On d6termine le transfert de [3Hlgalactose ~ partir d'UDP[I-~Hlgalactose, 
la N-ac~tylglucosamine, qui sert alors d'accepteur exog~ne, pour donner de la N- 
[3Hlac6tyllactosamine. A 260 #1 du milieu r~actionnel constitud de tampon pip6razine 
glycylglycine 0.028 M (pH 6.5), contenant de l'UDP-galactose (3.8" IO -~ raM), o.I/~Ci 
d'UDP[I-aHJgalactose (N.E.N., lot No. 489.096, 15oo Ci/mole), du MgC12 (2 raM), du 
Triton X-Ioo (0.74%) et de la N-ac6tylglucosamine (2 mM), sont ajout~s 4 ° #1 de la 
pr6paration enzymatique. Apr~s incubation A 37 °C, la r6action est arr~t6e par con- 
g61ation brutale dans l'azote liquide et l'activit6 est d6terminde comme dans le cas 
de la glucose-6-phosphatase. Dans les conditions d'~lectrophor~se utilis~es, I'UDP- 
galactose migre de 8-1o cm vers l'anode alors que la lactosamine synth6tis6e, sub- 
stance non charg6e, reste au point de d6part. 

Chaque fois que cela a dr6 possible, les dosages enzymatiques ont 6t6 r6alis~s 
sur les fractions d~s leur obtention. Dans les autres cas, les fractions submicrosomiques 
ont 6t6 congeldes dans l'azote liquide. Des v6rifications ont montr6 que les fractions 
conservent alors int6gralement leur activit6 apr~s d6cong61ation. 

Dosages chimiques 
Les taux de protdines sont d6terminds par la m6thode du biuret. Les acides 

ribonucl6iques sont dos6s A 260 nm apr~s extraction par HC104 0.5 M A 7 ° °C du 
pr~cipit~ obtenu par l'acide trichlorac~tique ~ 5 01°- 

Microscopie dlectronique 
Le culot de la fraction riche en appareil de Golgi est fix6 pendant 30 min ~t 

4 °C dans l'acide osmique tt 1% dans un tampon v6ronal-ac~tate de sodium o.i M 
(pH 7.4), contenant du CaCl~ (2. 4 mM) et du NaC1 (0.06 mM) comme le pr6conisent 
Fleisher et Fleisher n. Apr~s inclusion A l'araldite, les coupes sont faites sur un ultra- 
microtome Sorvall type MT I, mont6es sur grille de cuivre, color6es tt l'ac6tate 
d'uranyle associ~ au citrate de plomb. Les observations sont effectu6es sur un 
microscope 61ectronique JEM 7. 

RESULTATS 

Caractdrisation enzymatique 
Nous avons montr6, dans un travail ant6rieur, (I) que les microsomes totaux 

renferment 5-1o% de la cytochrome oxydase, moins de 20% de la phosphatase acide 
et sont d6pourvus de glucose-6-phosphate d6shydrog6nase. L'homog6nat total con- 
tenant une glucokinase soluble, nous nous r6f6rons ~ la fraction microsomique totale 
pour le calcul de l'activit6 r6cup6r6e et de l'activit6 sp6cifique relative dans chaque 
fraction. 

Le fractionnement en saccharose 0.88 M montre que la 2 e fraction microso- 
mique, c'est-A-dire les membranes agranulaires, contient 8 lois plus de glucokinase 
que les membranes granulaires, environ 60% de l'activit6 pr6sente dans les micro- 
somes totaux. L'activit6 sp6cifique y est 2.3 lois plus 61ev6e que dans les microsomes 
totaux et 3.8 lois plus que dans les membranes granulaires (Tableau I). 
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T A B L E A U  I 

R~PARTITION DE LA GLUCOKINASE ENTRE LES DEUX FRACTIONS MICROSOMIQUES OBTENUES DAN'S 
LE FRACTIONNEMENT EN SACCHAROSE 0 .88  M 

L e s  c h i f f r e s  d o n n ~ s  d a n s  les t a b l e a u x  r e p r 6 s e n t e n t  les  v a l e u r s  o b t e n u e s  d a n s  u n e  e x p 6 r i e n c e  t y p e ,  
L e s  v a r i a t i o n s  r e l a t i v e s  c o r r e s p o n d a n t  k d i v e r s  e s sa i s  n e  d ~ p a s s e n t  p a s  p l u s  o u  m o i n s  1 5 %  dam" 
les p o u r c e n t a g e s  d e  r @ a r t i t i o n  e t  p l u s  o u  m o i n s  2 5 %  d a n s  les v a l e u r s  s p ~ c i f i q u e s  r e l a t i v e s ,  

Fractions Activit~ totale Glucokinase dctivitd spdcifique ~ 
(U . I . )  ( pourcentage relative 

d'activitd rdcup~rde) 

M i c r o s o m e s  t o t a u x  1.3 "IO .2  I oo i 
I e f r a c t i o n  m i c r o s o m i q u e  o . i  - I o  2 7.7 0 .65  
2 e f r a c t i o n  m i c r o s o m i q u e  0 . 7 8 .  i o  ~ 60 2.3 

* R a p p o r t  d e  l ' a c t i v i t 6  s p ~ c i f i q u e  d e  c h a q u e  f r a c t i o n  5~ ce l les  d e s  m i c r o s o m e s  t o t a u x  2, 
u t i l i s4s  c o m m e  t 6 m o i n .  

Le Tableau I I  donne les rdsultats obtenus dans le fractionnement en gradient 
discontinu r~alis6 ~t partir  de mierosomes prfpards en pr6sence de phosphate et de 
dextran qui ont la propri6tfi de prot6ger les structures golgiennes ~. 

PrOs de 60 % de l 'activit6 glucokinasique initiale se retrouvent dans la Fraction 2 
du gradient (densit~ 1.12) avec un facteur de purification de IO. Cette fraction con- 
tient ~galement 50% de la thiamine pyrophosphatase et 37% de la N-ac~tyllactos- 
amine synth6tase. Le pourcentage de r6cup6ration de cette galactosyltransf6rase est 
relativement faible dans la Fraction 2, mais il faut noter que les autres fractions du 
gradient en eontiennent beaueoup moins. De plus, le facteur de purification 6.5 est 
pratiquement 5 fois plus ~lev6 dans cette fraction que dans les autres. 

Si actuellement, le r61e de la thiamine pyrophosphatase comme enzyme mar- 
queur de l 'appareil de Golgi est contest612, il semble bien, au contraire, que l'activit~ 
de transfert du galactose sur la N-ac~tylglucosamine soit caract6ristique de cet 
organite cellulaire s,13. Notons 6galement que seulement 5.5% de glucose-6-phos- 
phatase, enzyme type du r6ticulum endoplasmique, dont l 'activit6 est faible dans 
l 'appareil de Golgi 14, se situent dans la Fraction 2, avec une activit6 spdcifique inf~- 
rieure ~t celle des microsomes totaux. 

Microscopie dlectronique 
L'examen au microscope filectronique de coupes ultrafines a permis de con- 

tr61er l 'aspect morphologique de la fraction fiche en appareil de Golgi (Fraction 2 
du Tableau II). Cette fraction est constitu6e de v6sicules de taille tr~s variable 
(O.l-O. 5 #m) en relation ou non avec des tubules @ars. Certains tubules sont plus 
ou moins dilat~s ~t leur extr6mit~. I1 n 'y  a pas de mitochondries, m~me alt6rfes, ni 
de membranes granulaires. Les nombreuses coupes observ6es, provenant de diverses 
parties, sont tr~s homog&nes (Figs I e t  2). 

D I S C U S S I O N  

Si l'on se r6f~re au dosage de l 'UDP-galactose :N-ac~tylglucosamine galactosyl- 
transf6rase, la Fraction 2 du gradient discontinu (Tableau II)  est une fraction rich( 
en appareil de Golgi, comme le confirment sa faible densit6 apparente et le fait qu'elk 
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ne contienne que le vingti~me de la glucose-6-phosphatase des microsomes initiaux. 
Ajoutons que cette fraction est celle pour laquelle le rapport RNA/prot6ine est le 
plus faible. Aucune membrane granulaire n'est mise en 6vidence par la microscopie 
61ectronique. La principale contamination serait due aux membranes plasmiques 
(15% de la 5'-nuclfiotidase) que l'on peut localiser dans la fraction suivante (Frac- 
tion 3). 

Puisque l'essentiel de la glucokinase membranaire s 'y retrouve avec le taux 
de purification le plus 61ev6, il semble donc que l'on peut localiser cet enzyme dans 
l'appareil de Golgi. 

A partir de cette localisation, on peut 6mettre des hypotheses sur le r61e de 
cette glucokinase qui poss~de des propri6t6s r6gulatrices assez particuli&res15,l£ Une 
certaine similitude entre ses caract6ristiques et celles de la phosphofructokinase ont 
permis d'envisager un r61e r6gulateur dans la glycolyse 15, mais le caract~re mem- 
branaire de cet enzyme parait peu compatible avec son intervention dans une voie 
mdtabolique soluble. 

I1 parait plus plausible de consid6rer que cette glucokinase est le premier 
enzyme d'un syst~me multienzymatique organis~ qui conduirait ~ l'UDP-glucose 
selon le sch6ma suivant: 

A B C 
Glucose ----~ glucose 6-phosphate  - - - ~  glucose 1-phosphate ----> UDP-glucose 

A = glucokinase, B = phosphoglucomutase, C = UDPglucose pyrophosphorylase. 
L'UDPglucose pourrait servir de substrat ~ une glucosyltransf6rase catalysant 

le transfert de glucose afin de former l'unit6 disaccharidique glucosylgalactose lide 
l 'hydroxylysine dans le collag~ne, ou encore ~ une glycog~ne synth6tase, ces deux 
enzymes 6tant microsomiques. En effet, des t ravaux pr61iminaires effectu6s au labo- 
ratoire ont montr6 une incorporation de glucose dans du glycog~ne et du collag~ne 
exog~nes. Nous cherchons actuellement /~ compl6ter ces rdsultats qui feront l'objet 
d'une publication ult~rieure. 

RI~SUME 

I1 existe, dans les h6patocytes de rat, une activit6 glucokinasique li6e aux micro- 
somes. La localisation submicrosomique de cet enzyme a fit6 pr6cisfie par des m6thodes 
d'ultracentrifugation de zones. La fraction qui contient 60% de l'activit6 gluco- 
kinasique poss~de aussi 37% de l'UDPgalactose: N-ac6tyllactosamine galactosyl- 
transf6rase. Ces deux activit6s enzymatiques sont purifi6es respectivement IO et 6.5 
lois par rapport A la fraction microsomique totale. Du point de vue morphologique, 
la fraction est constitu6e principalement de membranes lisses avec des bissacs et des 
~l~ments en tubules. Ces r~sultats sugg~rent que cette fraction est d~riv6e de l'appareil 
de Golgi. Elle ne contient pas de quantit6s notables de glucose-6-phosphatase et de 
5'-nucl6otidase. Le taux de thiamine pyrophosphatase est plus 61ev6 (50%). Le r61e 
de cette glucokinase li6e & une fraction riche en appareil de Golgi est discut6. 

Fig. I. Fract ion 2 du Tableau II .  Presence de v~sicules k paroi lisse ayan t  parfois l 'aspect  de 
bissac (fl~ches). Noter  l 'absence de mitochondries  et de membranes  granulaires. Coloration ace- 
tate  d 'uranyle  associd au citrate de plomb, x 5 ° ooo. 

Fig. 2. Aspect en bissac de format ions  membrana i res  par fa i tement  lisses. Coloration acdtate 
d 'uranyle  associd au citrate de plomb, x 65 ooo. 
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