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Microsomalglucokinaseissolubilizcd by mcubation in the prescncc of several metabolitos. After solubiliration of the cwymcs, 

the membranes present free sites for specific binding of glucokmase. therefore. they can be purified by affinity chromatoqaph) 

on Sepharose-ATP-glucokinase. This method yields membranous vesicles which contain, in addition to glucokinasc. urldylyl- 

transfcrasc, phosphoglucomutase, sialyl-transferase and adcnylate cyclase. Galactosyl-transferase , ~lucose-6-pl,ospl~aItasr and NADPI1 
cytochromc c rcductase are absent. It appears that functionally related enzyme from UDPglucose bwsqnthcsi\ arc aggcgatcd 
onto specific patches of the membrane, most likely from Golgi apparatus. 

1. Introduction 

Les hCpatocytes de chat contiennent une forte 
activitC glucokinase au niveau des microsomes [I]. 
Cette activitC enzymatique peut Qtre facilement lib&Ce 
de la membrane par simple incubation en prCsence de 
mitabolites comme le glucose-6-phosphate ou I’ATP, 
ou, moins SpCcifiquement mais plus quantitativement 
par le pyrophosphate [2]. Sur les sites ainsi disponibles, 
l’enzyme peut se rCassocier aprks Climination de l’ef- 
fecteur. D’autre part, cette glucokinase, une fois solu- 
bilist?e, est purifiCe de faGon tr&s efficace, par chroma- 
tographie d’affinitC sur Sepharose-ATP [3]. 

Le but de ce travail est de mettre g profit en deux 

caractiristiques pour essayer d’isoler, B partir d’une 
fraction microsomique totale, des vCsicules mem- 
branaires prCsentant une sp&ialisation enzymatique. 
Des microsomes sont trait& par le pyrophosphate; la 
glucokinase libBr6e est fixCe sur Sepharose-ATP. Les 
microsomes trait& sont alors mis en contact avec le 
complexe Sepharose-ATP-glucokinase afin de retenir 
spkcifiquement les vCsicules membranaires comportant 
un site the fixation de glucokinase non occupc. 

2. Materiel et methodes 

La fraction microsomique est p&pa&e par centri- 
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fugation diffkrentielle selon une mCthode dt!ja d&rite 
[ 11. On y retrouve 30-40X de 1’activitC glucokinase 

totale de 1’homogCnat. Cette fraction n’est pas conta- 
minCe par la phase soluble. Outre le reticulum endo- 
plasmique, on y retrouve environ 5O!c de I’appareil de 

Golgi et 40% des membranes plasmiques; les contr6les 
morphologiques y font apparaitre trois types d’Cl& 
ments: vCsiculaires, tubulaires et granulaires. Tous les 
essais sont effectuCs sur des membranes prCparCes 
extemporan&nent. La liberation de la glucokinase est 
obtenue en incubant des microsomes frais pendant 

30 min ri 37’C. en prCsence de pyrophosphate 7.5 mM. 
Dans ces conditions, 70-75%’ de la glucokinase mem- 
branaire passent en solution [2], dCmasquant autant 
de sites de fixation au niveau des membranes. Le culot 
de microsomes trait& est consew? pour la suite des 
opt?ations. Le pyrophosphate est elimine par 2 h de 

dialyse, sous agitation, en chambre froide et la gluco- 
kinase soluble est mise en contact, en cuve, avec du 
Sepharose sur lequel a iti fixC de I’ATP par I’intermC- 
diaire d’un bras, le y methyl ester de glutamate [3]. 
Aprks 10 min d’agitation g tempirature ambiante, 
toute la glucokinase est like. Les vesicules microsomi- 
ques traitCes sont alors mises en contact, dans les 
mt?mes conditions, avec le complexe insoluble 
Sepharose-ATP-glucokinase. Apres 10 min, la sus- 
pension est mise en colonne. I’effluent est r&up&C 
et la matrice est 1avCe par le tampon Tris-HCl pH 7.5 
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(20 mM) puis l’elution est realisee, comme pour la 
glucokinase seule, par KC1 2 M. 

Des essais similaires sont effect& avec des micro- 
somes frais, non trait&, contenant toute leur activite 
glucokinase, soit sur du Sepharose-ATP, soit sur du 
Sepharose-ATP-glucokinase. 

Les activites enzymatiques sont dosees comme pre- 
cedemment [ 1,4]. Un dosage radioisotopique est utilise 
pour l’adenylate cyclase (The Radiochemical Centre, 
Amersham). Les phospholipides sont extraits par la 
methode de Folch et al. [S] et le phosphore lipidique 
est dose selon Bartlett [6]. Les proteines sont dosees 
par la methode de Hartree [7] sur un precipite trich- 
loracetique g IO%, lave par un melange methylal : 
methanol (4/l) et redissous dans la soude N. 

3. Resultats 

Le passage de microsomes trait& sur le complexe 
insoluble Sepharose-ATP-glucokinase permet de 
separer deux fractions membranaires: l’une, F i, n’est 
pas retenue, alors que l’autre, FZ, ne peut Ctre Cl&e 
que par une forte concentration en KC1 qui a pour 
effet de rompre la liaison ATP-glucokinase [3]. Les 
activites enzymatiques de ces deux fractions et des 
microsomes totaux sont rapportees dans le tableau 1. 
La fraction F, contient S-10% des proteines des 
microsomes de depart et 70% de l’activite glucokinase, 
chiffre qui correspond a la quantite d’enzyme initiale- 

ment solubilisee, c’est-l-dire aux sites de fixation 

membranaires effectivement lib&&. Le reste de la 
glucokinase se retrouve dans F,: il s’agit la des vesicules 
membranaires qui avaient conserve leur glucokinase 
et qui, de ce fait, ne presentaient pas d’affinite pour 
la matrice eIle-meme chargee en glucokinase. L’activite 
specifique, dans Fz par rapport aux microsomes de 
depart est multipliee par un facteur superieur a 10. 
Une repartition similaire est observee pour l’uridylyl- 
transferase et I’adenylate cyclase, avec des facteurs 
d’enrichissement Cgalement ClevCs. La sialyltransferase 
se repartit de facon sensiblement Cgale dans Fi et F2 
oh elle a une activite specifique multipliee par 5. La 
galactosyltransferase, autre enzyme marqueur de 
l’appareil de Golgi presente un comportement diffe- 
rent puisqu’elle se retrouve exclusivement dans F, . 11 

en est de meme pour la glucose-6-phosphatase et la 
NADPH-cytochrome c reductase, enzymes caracteris- 
tiques du reticulum endoplasmique. Precisons que 
l’on enregistre une perte d’activite de plus de 50% 
pour ces deux enzymes, lors de l’incubation des micro- 
somes a 37°C en vue de la liberation de la glucokinase. 
Quant a la phosphoglucomutase, on en retrouve uni- 
quement dans F 1 en quantite voisine de la glucokinase, 
moins de 30% de l’activite initiale. Enfin, le rapport 
ponderal phospholipidelproteine est voisin de 1 dans 
F, pour 0,4 dans F,, ce qui correspond done a un 
enrichissement considerable en phospholipides dans 

F2. 

Le passage de microsomes intacts sur Sepharose- 

Tableau I 
Activrtes specifiques de divers enzymes dans les microsomes totaux d’hkpatocytes de chat 

et dans les fractions obtenues par chromatographie d’affinite sur 

Sepharose-ATP-glucokinase 

Enzymes 

MT 

Fractions 

F, F* 

Glucokinase 49 x 1o-a 30 x 1o-4 527 X lo-’ 

Galactosyltransferase 17 x 10-4 29 x 1o-4 0 

Sialyltransferase 16 x 1O-4 13 x 1o-4 86 x 1o-4 

NADPH-cytochrome c reductase 10 x 10-3 21 x 10-S 0 

Glucose-6-phosphatase 17 x 10-S 16 x lo-’ 0 

Adenylate cyclase 1.7 x 10-e 6.4 X 1O-6 69 X 1O-6 

Phosphoglucomutase 49 x 10-s 36 X 1O-3 0 

Uridylyltransferase 5.4 x 10-S 4.7 x 1o-3 38 x 1O-3 

Les actrvites sont exprimees en pmol/min/mg de protdine. MT, microsomes totaux; F, frac- 

tion non retenue sur la colonne; F, , fraction retenue 
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ATP est rCalis6 dans le but de vkrifier s’ii est possible 
de fixer directement les me~ibranes par leur gluco- 
kinase. On retient effectivement sur la matrice des 
vitsicules membranaires prEsentant un profil enzyma- 
tique analogue B celui de F2 avec. en plus, de la phos- 
phoglucomutase en quantitC rdentique B celle de la 
glucokinase. Mais le rendement de la purification est 
nettement moins bon puisque 70-75% de ces activitCs 
passent directement dans l’effluent. I1 est vraisemblable 
que la reconnaissance de I’ATP sur Sepharose par la 
gtucokinase elle meme intCgrCe dans une structure 
membranaire se fait plus difficilement que le la gluco- 
kinase par son site Gcepteur membranair~. 

Enfin, apr& passage de microsomes intacts sur le 
complexe Sepharose-A~-glucokinase. seulement 
lo-15% des activitCs trouv6es dans F2 (plus la phos- 
phoglucomutase) restent likes B la matrice. Ce rCsultat 
confirme la spCcificit6 de liaison de la fraction mem- 
branaire FZ, cons6quence de l’affiniti entre le gluco- 
kinase et son site de fixation sur la membrane: il 
suggBre, d’autre part, qu’il existe, g l’btat natif, un 
faible pourcentage de sites membranaires de la gluco- 
kinase non 0ccupCs. 

4. Discussion 

11 est peu probable que les enzymes participant $ 
des systhmes organis& soient entierement localis& 
au hasard dans les membranes. Ainsi, dans la mem- 

brane interne des mitochondries, la chaine respira- 
toire et les phosphorylations oxydatives sont formCes 
de complexes bien dCfinis que l’on peut d’ailleurs 
isoler par des mCthodes appropriies. La pr6sence de 
complexes similaires dans les membranes microso- 
miques n’a pas encore CtC clairement d6montr6e. 
Winy& et Dallner [8] ont recherchC l’existence de 
tels complexes en centrifugeant des v&icules micro- 
somiques dam un gradient de saccharose en prCsence 
de d&soxycholate de sodium. 11s ont pu dCmontrer 
ainsi que des enzymes ayant des relations fonctionnel- 
les, comme par exemple les systemes transporteurs 
d%lectrons, sont rassemblCs dans des zones membra- 
naires bien dCterminCes. 

La mCthodologie que nous avons mise en oeuvre 
nous a permis d’isoler, par sa sp&ificitC, des v&icuIes 
membranaires qui sont tres caract&istiques, en parti- 
culier par l’absence totale de deux enzymes marqueurs, 
parmi les plus classiques, du reticutum endoplasmique, 
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ta glucose-G-phosphatase et la NADPH-cytochrome c 
reductase. De plus, cette technique s’est adrCe par- 
faitement reproductible. La glucokinase. qui est g la 
base de cette purification, a peu de chance d’&re 
impliquCe dans la glycolyse; par contre, elle pourrait 
Ctre le premier enzyme d’une voie de biosynth@se 
d’UDP-glucose, ce qui nous a incitC $ rechercher la 
presence des deux autres enzymes participant a cette 
biosyntht%e, la phosphoglucomutase et l’uridylyl- 
transferase. Si ce dernier enzyme se retrouve effec- 
tivement, dans des proportions analogues i la gluco- 
kinase, la phosphoglucomutase est absente des v&i- 
cules purifiCes. En fait, il est apparu que cet enzyme 
est solubilist;. par le pyrophosphate en mEme temps 
que la glucokinase. Lors de la fiiatipn de celle-ci SW 
Sepharose-ATP, la phosphoglucomutase qui n’a pas 
d’affinitC pour I’ATP reste dans la phase soluble et 
est 6liminCe. Dans le cas oti on utilise des microsomes 
non trait&, on retrouve bien la phosphoglucomutase 
dans les membranes purifkes, au meme titre que la 
glucokinase et l’uridylyltransf6rase. 

Ainsi, ces vesicules, qui contiennent ces trois 
enzymes presentant une relation fonctionnelle Btroite, 
seraient spCcialides dans la synthkse d’UDP-glucose. 
La prCsence de sialyltransf~rase ainsi que le taux de 
phospholipides sugggrent que ces vCsicules seraient 
d’origine golgienne et se diff~rencieraient de celles 
contenant la galactosyl-transfkrase. Un systeme de 
biosynth&e d’UDP-glucose a d6ja &C mis en evidence 
dans l’appareil de Golgi du foie de rat [4]. Le fait que 
ces vCsicules aient egalement une activitC adenylate 
cyclase n’est pas incompatible avec leur appartenance 
a l’appareil de Golgi puisqu’on sait que cet organite 
possZde effectivement cet enzyme 191. 
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