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Le systéeme glucose
6-phosphatase hépatique :
composantes,

propriétés cinétiques,
régulation et déficit

Le glucose 6-phosphatase (G6Pase) catalyse la derniere
étape enzymatique menant a la libération de glucose par
le foie. Elle est donc indispensable au maintien de la
glycémie. Sa situation stratégique au carrefour des voies
métaboliques de la néoglucogenése, de la glycogénolyse
et de la glycolyse ainsi que la sévérité des troubles méta-
boliques qu’entrainent ses différentes formes de déficit
génétique (glycogénoses de type 1) font de I’étude molé-
culaire du fonctionnement de ce systéme enzymatique
une étape cruciale pour la compréhension du métabo-
lisme du glucose in vivo. Dans cet article, deux types
d’organisation moléculaire du systeme G6Pase sont exa-
minés, le modéle conformationnel et le modéle de trans-
port du substrat, ainsi que la régulation hormonale de
la G6Pase et les bases moléculaires de son déficit géné-
tique. Nos résultats apportent en faveur du premier
modele des arguments fondés sur les propriétés cinéti-
ques et la spécificité de ’enzyme pour son substrat. Un
transport unidirectionnel du glucose produit lors de
I’hydrolyse du G6P, a en outre été mis en évidence dans
les microsomes.

a glucose 6-phosphatase tituée d’un complexe multipeptidique
(G6Pase) [D-glucose intégré dans la membrane du réticu-
6-phosphate phosphohydro- lum endoplasmique. Cet article exa-
lase, EC 3.1.3.9] est minera seulement [’activité phos-

I’enzyme qui catalyse la
derniere étape de la production de
glucose dans le foie et le cortex rénal,
en hydrolysant le glucose 6-phosphate
produit tant par la néoglucogenese
que par la dégradation des réserves
de glycogene [1]. La G6Pase est cons-

phohydrolase de la G6Pase, fonction
qui joue un rdle primordial dans le
contrdle de I’homéostase du glucose.
La compartimentalisation de la
G6Pase permet d’isoler I’enzyme de
fagon simple en préparant une frac-

tion microsomale, enrichie en vésicu- m—
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les dérivées du réticulum endoplasmi-
que. Elle offre également la possibi-
lité d’étudier cette enzyme sans que
les autres phosphatases de la cellule
n’interférent. Enfin, elle pose le pro-
bléme du transport du G6P dans les
microsomes et représente donc un
défi intéressant pour comprendre le
fonctionnement et la régulation de la
Gb6Pase.

Modéles de la glucose
6-phosphatase

La figure I montre deux des modeles
les plus courants proposés comme
’organisation moléculaire du systéme
G6Pase dans les microsomes. Les
deux modeles prévoient que
I’hydrolyse du glucose 6-phosphate
(G6P) mene a la production de glu-
cose (Glc) et de phosphate (Pi) dans
’espace intramicrosomal (correspon-
dant a la lumiére du réticulum endo-
plasmique) et que leur transport vers
le cytosol (milieu extramicrosomal)
soit réalisé par des transporteurs dis-
tincts pour le phosphate (T2) et pour
le glucose (T3). Le modéle de transport
du substrat est basé sur les postulats
suivants [2]. (i) La sous-unité cataly-
tique (E) de la G6Pase est une phos-
phohydrolase non spécifique, localisée
sur la face interne de la membrane
microsomale. Par conséquent, la
membrane empéche 1’acces du G6P

au site actif de ’enzyme. (ii) Pour
expliquer I’hydrolyse du G6P dans
des microsomes intacts, les chercheurs
ont pris pour acquis que le transpor-
teur T1 reconnait spécifiquement le
GO6P et lui fait traverser la membrane
pour lui permettre I’acceés au site actif
et que, (i) le transport de G6P par
T1 est I’étape limitante de I’hydrolyse
du G6P par la G6Pase.

Quelques propriétés cinétiques du
systtme G6Pase donnent apparem-
ment crédit au modéle de transport du
substrat. Le traitement des microsomes
avec des détergents augmente, en éli-
minant la barriére membranaire,
Pactivité de la G6Pase (concept de la
latence) en accord avec les postulats
(1) et (ii1). On observe d’ailleurs une
perte de spécificité de ’enzyme pour
le G6P dans des vésicules perméabi-
lisées, conformément aux postulats (i)
et (i1). La présence de G6P libre a
Pintérieur des microsomes n’a cepen-
dant jamais été démontrée bien que
la perméabilité des microsomes
intacts au G6P ait été indirectement
suggérée au moyen de la technique
de diffraction de la lumiere [3]. Fina-
lement, comme le faisait remarquer
Nilsson et coll. [4] : « ... la preuve
définitive viendra soit de I’isolement
et de la reconstitution du transpor-
teur du G6P, soit de la mesure
directe de G6P a l'intérieur des vési-
cules microsomales ». Aucune de ces
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Figure 1. Représentation schématique des deux modéles proposés pour
la topologie du systéme glucose 6-phosphatase dans les microsomes de
foie. Le modéle du transport de substrat propose que l’‘entrée du G6P (T1)
dans les microsomes et son hydrolyse (E) sont réalisées par deux protéines
différentes tandis qu’une seule protéine (E) est responsable de ces deux fonc-
tions dans le modéle conformationnel. Les deux modéles proposent deux pro-
téines distinctes pour I'exportation du phosphate (T2) et du glucose (T3) hors

des microsomes.
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Figure 2A. Formation du [U-14C]glucose a partir de [U-14C]G6P dans les microsomes en fonction du temps.
(Figure adaptée de [12]). L’'activité de la G6Pase a été mesurée dans des microsomes intacts (symboles fermés) ou
dans des microsomes traités au désoxycholate (symboles ouverts) incubés a 30 °C en présence de 0,1 mM
[U-14C]G6P au moyen de |'appareil a filtration rapide [12]. Vi et Vst représentent respectivement |a vitesse initiale
et stationnaire de production de glucose dans des microsomes intacts. Vdét indique la vitesse de production de glu-
cose dans des vésicules traitées avec du désoxycholate 0,4 %.

Figure 2B. Inhibition par le M6P de la production de [U-14Clglucose a partir de [U-C]G6P dans les micro-
somes. (Figure adaptée de [15]). Les paramétres Vi (carrés fermés), Vst (triangles fermés) et Vdét (ronds ouverts)
ont été déterminés au cours d’une incubation en présence de [U-“C]G6P, comme décrit dans la légende de la

figure 2A, en absence ou en présence des concentrations indiquées de M6P non radioactif.

expériences n’a été réalisée jusqu’a
présent.

Le modéle conformationnel propose que
la G6Pase puisse exister sous diffé-
rents états conformationnels avec des
propriétés cinétiques distinctes. Par
modification de sa conformation dans
la membrane pendant la catalyse, la
G6Pase serait capable de fixer son
substrat du c6té cytosolique des
microsomes et de libérer les produits
de la réaction dans la lumieére.
D’apreés ce modele, le traitcment par
un détergent entrainerait une aug-
mentation de I’activité de la G6Pase
en modifiant les interactions entre
I’enzyme et certains constituants lipi-
diques (phospholipides) de la mem-
brane indispensables au fonctionne-
ment normal de la G6Pasc [1, 5-9].
La réaction catalysée par la G6Pase
se caractérise par la formation tran-
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sitoire d’un complexe enzyme-
phosphate (E-P) avec formation d’une
liaison covalente entre le groupe imi-
dazole d’un résidu histidine (N-3) de
I’enzyme et le phosphate du G6P
(10]. En utilisant cette propriété, il a
été possible de marquer la G6Pase
avec du [*?P]G6P et de montrer que
la masse moléculaire devait étre envi-
ron 36 500 [11]. D’autres auteurs [8]
ont trouvé, par la technique
d’irradiation-inactivation sur des
microsomes intacts, que la G6Pase in
situ dans la membrane pourrait cor-
respondre a une protéine de M,
environ 75 000, qui pourrait étre un
dimere formé de deux sous-unités de
36 000, liées par des ponts disulfures.
La formation d’un dimere de G6Pase
ouvre la possibilité d’un contréle
allostérique qui pourrait jouer un réle
dans la latence.

Réévaluation des modéles
de la glucose
6-phosphatase

Un nouveau concept du phénoméne
de latence

En utilisant un appareil d’échantillon-
nage et de filtration rapide, nous
avons montré que les cinétiques rapi-
des de la G6Pase sont caractérisées
par une surproduction temporaire
(« burst ») de glucose — et de phos-
phate — par des microsomes
intacts [12] (figure 24, symboles fer-
més). La solubilisation de la mem-
brane microsomale a I’aide d’un
détergent (désoxycholate) entraine la
perte de cette propriété (symboles
ouverts). De plus, les vitesses initia-
les d’hydrolyse du G6P sont les

mémes dans des microsomes Intacts m——
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(Vi : vitesse initiale de la surproduc-
tion) et dans des vésicules traitées au
détergent (Vdét). Cette égalité indi-
que que le G6P a un acces similaire
au site actif de la G6bPase dans des
microsomes intacts et perméabilisés
pendant les premieres secondes
d’incubation. Toutefois, pendant cette
période, lactivité de la G6Pase
décroit dans les microsomes intacts
pour atteindre une vitesse stationnaire
plus faible (Vst). A partir de ces
résultats, nous avons conclu 1) que la
latence de la G6Pase dans les micro-
somes intacts est compatible avec le
concept d’une lente transition hysté-
rétique, ii) que la solubilisation de la
membrane microsomale a I’aide de
détergent empéche cette transition et
ii1) que le transport de G6P n’est pas
restrictif dans les microsomes intacts.

Spécificité de la glucose 6-phospha-

tase

Les résultats rapportés ci-dessus sug-
gerent ’existence d’une conformation
particuliere de la G6Pase au début de
la réaction catalytique qui aurait des
caractéristiques cinétiques proches de
la forme obtenue aprés traitement par
un détergent. Pour vérifier cette
hypothése, nous avons étudié la spé-
cificité pour le G6P des différentes
formes cinétiques de la G6Pase par
la mesure de la vitesse de production
de [U-"*C]glucose a partir de
[U-*C]G6P dans des microsomes
intacts (Vi et Vst) et dans des vési-
cules perméabilisées au détergent
(Vdét), en absence ou en présence de
mannose 6-phosphate non radioactif
(M6P). La figure 2B montre que le
M6P n’a que peu d’effet sur Vst
mais inhibe presque completement
Vdét, en accord avec des travaux
antérieurs [13, 14]. Le résultat impor-
tant de cette expérience est que la
vitesse initiale de la surproduction de
glucose (Vi) dans les microsomes
intacts est aussi inhibée par le
M6P [15]. Le M6P a donc acces au
site actif de la G6Pase dans des vési-
cules intacts. Ce résultat appuie notre
conclusion précédente qui énonce
qu’une forme cinétique de ’enzyme,
similaire a celle des vésicules traitées
au désoxycholate, est présente dans
les microsomes intacts au début de
I’hydrolyse du G6P et que le trans-
port spécifique du substrat ne peut

étre ’étape limitante de I’hydrolyse
du G6P [12].

Ces résultats démontrent : i) que la
latence apparente de la G6Pase dans
des microsomes intacts ne peut
s’expliquer par un transport limitant
dans le compartiment vésicu-
laire [15] ; i) que cette latence
dépend d’une phase transitoire du
mécanisme moléculaire d’hydrolyse et
que cette transition est réversible, iii)
que la liaison du substrat aux micro-
somes intacts implique une forme
libre de I’enzyme avec des propriétés
cinétiques similaires a celles de
I’enzyme de microsomes traités au
détergent, incluant une absence de
spécificité pour le G6P ; iv) qu’une
liaison ultérieure du ligand doit
s’effectuer sur d’autres états confor-
mationnels de la protéine qui seraient
induits par suite de la liaison du
ligand et/ou de la formation du com-
plexe protéine-phosphate pendant le
premier renouvellement de ’enzyme ;
et v) que ce second état conforma-
tionnel garde en mémoire le premier
substrat lié puisque le changement de
conformation peut étre induit par le
M6P sans que celui-ci ne soit
hydrolysé par la suite.

dans le RE

Deux types principaux de transpor-
teurs glucose sont représentés dans la
membrane plasmique des hépatocy-
tes : les formes « érythroide/cerveau »
(GLUT1) et «foie » (GLUT2). La
seconde forme est la plus abondante
(90-99 %) et est localisée dans la
membrane plasmique sinusoidale de
I’hépatocyte [16, 17]. Elle a un Km
plus élevé pour le glucose
(15-20 mM) [18] que la forme
GLUTI! (Km 1-2 mM) [19]. Une fai-
ble fraction de la réserve de GLUT?2
(15 % des transporteurs glucose de
I’hépatocyte) pourrait étre intracellu-
laire [20] mais, contrairement au
muscle et au tissu adipeux ou I’insu-
line peut mobiliser une réserve intra-
cellulaire de transporteurs (GLUT4),
le transport de glucose n’est pas sen-
sible a l'insuline dans le foie [21].
Récemment, Waddell et al. [22] ont
identifié un nouveau transporteur de
glucose de 52 KDa dans les microso-
mes de foie de rat. Ce transporteur,
dénommé GLUTY7, a été purifié puis

I Transport de glucose
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Figure 3. Accumulation de [U-14C]glucose dans les microsomes en fonc-
tion du temps. Les microsomes ont été incubés & 30° C en présence de
0,2 mM [U-14C]G6P au moyen de I'appareil a filtration rapide [12]. L addition
d’un excés de G6P non marqué (5 mM) aprés deux minutes d’incubation est

indiquée par la fléche.

cloné et sa séquence déduite de
I’ADN complémentaire correspon-
dant [23]. II présente 68 % d’identité
avec GLUTZ2. L’expression de
GLUT7 dans des cellules COS 7 a
permis de montrer une localisation
subcellulaire de la protéine au sein du
réticulum endoplasmique [23]. La
question qui se pose alors consiste a
savoir si GLUT7 correspond au
transporteur T3 des modeéles propo-
sés a la figure 1. Nous avons montré
que le glucose radioactif provenant de
I’hydrolyse de [U-"*C]G6P s’accu-
mule dans les microsomes de foie de
rat, pour atteindre un plateau
(figure 3) alors que la production totale
de glucose se poursuit a vitesse cons-
tante (Vst) (voir figure 24). Dans ces
conditions, la vitesse d’hydrolyse du
G6P doit donc étre égale a la vitesse
de sortie du glucose des vésicu-
les [12]. Comme le montrent la
figure 3 et un travail précédent [22], la
valeur de ce plateau diminue
lorsqu’un excés de G6P non radioac-
tif est ajouté, indiquant ainsi qu’a
I’équilibre d’accumulation, I’hydrolyse
du G6P et la production de glucose
dans la lumiére des microsomes est
suivi d’un efflux de glucose des vési-
cules. Aucune capture de radioactivité
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n’est néanmoins observée dans les
microsomes incubés en présence de
[*H] -ou [U-"*C]glucose seul
(0,1-100 mM) ou en combinaison
avec du G6P ou du pyrophosphate
(résultats non publiés). Ces résultats,
indiquant que le transport de glucose
est unidirectionnel dans la membrane
des microsomes, suggerent que les
propriétés du transport de glucose
associé a la G6Pase sont différentes de
celles des transporteurs de glucose
classiques qui fonctionnent dans les
deux sens, en permettant ’entrée et
la sortie de glucose de la cellule. Nous
émettons deés lors I’hypothese que le
tranport de glucose est lié a ’activité
de la G6Pase par I’intermédiaire, par
exemple, d’une interaction entre un
transporteur (GLUT7) et la sous-
unité catalytique de I’enzyme. Des
études sont actuellement en cours
pour tester cette hypothese.

Régulation hormonale
de la glucose
6-phosphatase

L’activité de la G6Pase est générale-
ment considérée comme étant réglée
par la concentration de substrat parce
que le Km de la G6Pase pour le G6P

(2-5 mM) [14] est plus élevé que le
contenu intracellulaire en G6P
(70-500 mmol/g foie). Le flux de
substrat qu’emprunte la voie de la
Gb6Pase n’est cependant pas toujours
compatible avec les concentrations de
G6P, en particulier lorsque le rapport
insulitne/glucagon est modifié [24, 25].
Les hormones pourraient donc modu-
ler la G6Pase par un mécanisme
« on/off » qui s’ajouterait a leurs
effets sur la disponibilité en substrat.
L’inhibition de la G6Pase microso-
male par un phosphoinositol glycan
insulino-mimétique a récemment été
rapportée [26]. La possibilité d’une
régulation hormonale de la G6Pase
par phosphorylation/déphosphoryla-
tion reste incertaine [27-30]. Une
inhibition par le glycogéne de la
Gb6bPase a été décrite brievement
récemment [31]. La déficience en
insuline obtenue a la suite d’un jeline
prolongé ou par un diabéte expérimen-
tal augmente I’activité de la G6Pase
et induit la synthése de novo de
I’enzyme, et probablement la
synthése de la sous-unité catalytique
(E dans la figure 1), parce que cette
augmentation est plus évidente dans
des microsomes perméabilisés a I’aide
d’un détergent que dans des vésicu-
les intactes (la latence apparente est
augmentée). L’administration de glu-
cocorticoides a des rats augmente la
GbPase de foie dans les microsomes
intacts plutét que perméabilisés (la
latence apparente est diminuée), ce
qui meéne a I’hypothése que la puta-
tive translocase T1 est augmentée
plutét que E (revu dans [32]), mais
la formation de sous-unités de I’unité
catalytique altérées par les glucocor-
ticoides a également été propo-
sée [33]. A la lumiére de la réévalua-
tion du concept de la latence que
nous avons discuté précédemment,
ces altérations hormonales devraient
étre étudiées par la mesure des ciné-
tiques rapides de la G6Pase et par le
clonage de cette enzyme qui devrait
permettre d’identifier les éléments de
contréle du promoteur et d’obtenir
une sonde spécifique pour mesureér les
niveaux d’ARN messager dans ces
différentes conditions.

Déficits du systeme
glucose 6-phosphatase

Les glycogénoses de type | sont cau- e
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sées par des déficiences génétiques

transmises comme des caractéres
autosomiques récessifs (m/s n° 9,
p. 692, 1989 [34]). La forme 1la

(absence de P’activit¢é G6Pase dans
des microsomes intacts et perméabi-
lisés) devrait permettre de mettre en
évidence un transporteur T1 pour le
G6P, qui serait distinct de la compo-
sante hydrolase du systeme glucose
6-phosphatase selon le modele de
transport du substrat (figure 1). Nous
avons récemment étudié le fonction-
nement de la G6Pase dans des micro-
somes de foie d’une patiente atteinte
de glycogénose de type la. Nous
n’avons pas pu mettre en évidence
une accumulation de radioactivité
dans les vésicules en présence de
[U-*C]G6P (résultats non publiés),
suggérant ’absence de transport de
G6P dans ces microsomes. Ce résul-
tat est en accord avec notre hypotheése
soit que la G6Pase peut reconnaitre
et lier son substrat sur la face externe
des microsomes [12]. La forme 1b est
caractérisée par une G6Pase hépati-
que non fonctionnelle in vivo mais
active dans des microsomes perméa-
bilisés. Elle a été expliquée par
I’absence de T1 parce que la G6Pase
est inactive dans des microsomes
intacts mais manifeste une activité
normale dans des vésicules traitées au
détergent [1, 35, 36]. Alternative-
ment, la glycogénose de type lb
pourrait étre due a une mutation de
la protéine G6Pase qui affecterait ses
propriétés, particulierement son inte-
raction avec les lipides de la mem-
brane du réticulum endoplasmique.

I Conclusions

Plus de 40 ans apres la découverte de
la G6Pase [37], le mécanisme d’action
de cette enzyme qui permet la produc-
tion de glucose par le foie n’est pas
encore bien compris. Un débat reste
ouvert quant a I’existence d’une pro-
téine spécifique transportant le subs-
trat G6P (T1). Ce transporteur ou
alors un changement de conformation
de la G6Pase, que nos résultats favo-
risent, pourrait exercer son role
physiologique lors des modifications
de I’état hormonal ainsi que dans des
pathologies liées a une déficience du
systeme G6Pase. Les autres transpor-
teurs putatifs du complexe enzymati-
que (T2 ou T3) doivent encore étre

caractérisés. Le contrdle de Iexpres-
sion de la G6Pase, que ’on trouve
uniquement dans les tissus hépatique
et rénal, reste encore a découvrir. La
recherche sur la G6Pase doit donc
faire appel maintenant aux techniques
de la biologie moléculaire. L’obtention
d’une sonde spécifique et le clonage
d’'un ADN complémentaire codant
pour la G6Pase marqueront probable-
ment les prochaines étapes significa-
tives a franchir. A partir de 13, il sera
possible d’établir les preuves définiti-
ves concernant |’organisation de la
G6Pase dans la membrane, de mener
a terme I'étude de la régulation de son
expression dans les cellules, ainsi que
I’analyse des glycogénose de type 1 a
’échelle moléculaire W

Summary
The hepatic glucose 6-phos-
phatase system : components,

kinetic properties, regulation

and defects

Glucose 6-phosphatase (G6Pase)
catalyzes the last step leading to
liver glucose production and is
therefore essential to maintain nor-
moglycemia. Given the strategic
location of this enzyme at the
cross-roads of gluconeogenesis,
glycogenolysis and glycolysis, as
well as the severe metabolic disor-
ders resulting from different forms
of inherited G6Pase deficiency
(glycogenosis type 1), studies on
the structure-function relationship
and regulation of the enzyme are
essential to understand glucose
metabolism in vivo. In this review,
two models explaining the molecu-
lar organization of the G6Pase
system are discussed, the confor-
mational model and the substrate
transport model, as well as the
hormonal regulation of Go6Pase
and the molecular basis of its
pathological deficiency. Our results
based on rapid kinetics and speci-
ficity of the enzyme for its subs-
trate are in favor of the conforma-
tional model. An unidirectional
transport of glucose produced by
the hydrolysis of G6P has also
been revealed in microsomes.
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