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I. INTRODUCTION 

La phosphomonoestdrase alcaline (rein, intestin) perd pratiquement toute activitd 
apr~s dialyse prolong6e contre des solutions de P~i inf~fieur ~ 6.0 (H. ALBERS, BEYER, 
BOHNENIq•MP et M{JLLER 1 D. AI"BERS 2) OU contre des milieux neutres renferlnant  
des formateurs de complexe, tels que les cyanures alcalins, le di6thyldithiocarbamate 
de sodium, l '~ '-dipiridyl (CLOETENS 3, j .  ROCHE ET NGUYEN-V,~N TIJOAIa). L'enzyme 
ainsi trait6 recouvre une pattie de son pouvoir d6phosphorylant lorsqu'on le met en 
prdsence, dans le premier cas de son dialysat, dans le second de certains cations diva- 
lents, entre autres Mg+ +, Mn + + et Zn+ +. Les Conditions dans lesquelles on observe 
ces ph6nom~nes ont fair consid6rer 1'inactivation et la rdactivation de la phosphatase 
alcaline comme traduisant la dissociation r6versible, soit d'une cophosphatase organique 
diffusible 1 ~ 5 soit de m~taux jouant le r61e de coenzyme 4, e 

Se basant sur ces faits, de nombreux auteurs at tr ibuent une fonction coenzy- 
matique ~ des cations activateurs. Pour eux, diverses phosphatases alcalines sont des 
m6talloprot6ines renfermant sp~cifiquement, les unes du magnesium, les autres du 
zinc, du manganese, du cobalt (CLOETENS 3, HOVE, ELVEIJJE~I ET HART 6 JENNER ET 
KAY 7, MASSART ET DUFAIT 8, 1V~ASSART ET VANDENDRIESSCHE 9). Selon CLOETENS 3, 
la pr6sence de deux m6taux, le zinc et le magn6sium, serait m~me indispendable 
l'activit6 de ]a phosphatase r~nale. Toutefois, l 'argumentation confdrant un r61e sp6cifi- 
que k un ou ~ deux m6taux en raison de leur aptitude h activer des pr6parations enzy- 
matiques ne pr6sente pas une s6curit6 absolue, car l'intensit~ de l'effet exerc6 par les 
cations est fonction du degr6 de puret~ de la phosphatase et son sens peut m6me s'inver- 
ser dans certaines conditions (NGUYEN-VAN THOAI I0, NGUYEN-VAN THOAI ET RAY- 
mOND 11). Par  ailleurs, de nombreux auteurs, entre autres BAM,~ NN, HEUMIJ LLER, WERNER 
et CARL 13, ROClJE El" NGUYEN-VAN TIJOAI (4 et t ravaux non publi6s), ont observd 
qu'une s~rie de cations divalents, dont Mg++, Mn+ +, et Zn+ + sont en g6n6ral les 
plus actifs, sont aptes ~ renforcer ou ~ restaurer l'activitd phosphatasique, ~ des con- 
centrations particuli~res ~t chacun. Aussi peut-on se demander si-et dans quelle mesure- 
un m6tal peut presenter une sp6cificitd 6troite comme constituant de la phosphatase 
alcaline d'un organe et d'une humeur d6termin6s, ou si certains ~16ments divalents, 
entre autres, le magnesium, le manganese, le zinc et, accessoirement, le calcium et le 
fer ne sont pas k cet ~gard interchangeables. 

L'interpr6tation des faits observ6s demeure hypoth6tique. En effet, d'une part, 
il n'est pas possible de pr6ciser si les produits r6activant la phosphatase alcaline renfer- 
ment un coenzsrne ou des effecteurs et, d 'autre part, la r6p6tition de certains t ravaux 

Bibliographie p. 75. 



02 NGUYEN-VAN THOAI, J. ROCHE ET M. ROGER VOL. 1 (1947) 

antfrieurs conduit ~ des rdsultats parfois contradictoires *. I1 en est sans doute ainsi 
pour deux raisons, "X savoir : l'emploi fr6quent de pr6parations insuffisamment puri- 
fi6es, non comparables entre elles et renfermant en proportions diverses des constituants 
susceptibles de former des complexes avee les mdtaux, et, par ailleurs, la m6connaissance 
des conditions absolues &activation et de r6activation de la phosphatase alcaline par 
des cations, conditions ne pouvant 4tre d6finies qu'avec des produits purs ou hautement 
purifi6s. 

Nous nous sommes propos6s d'entreprendre l'6tude de la constitution de la phos- 
phomonoest6rase alealine en mettant  & profit les r6sultats de nos recherches ant6rieures 
sur la purification de cet enzyme 13 et sur son activation par des cations divalents en 
pr6sence d'acides amin6sS; ce m6moire expose la premi6re partie de notre travail. 
L'61imination d'impuret6s m6talliques au cours de la pr@aration de produits purifi6s 
et l 'activation de ceux-ci par des cations ~ concentration optima coupl6s k des acides 
aminds formant avec enx des complexes, nous ont en effet paru 4tre des conditions en 
dehors desquelles une telle dtude ne saurait donner que des rgsultats incertains. I1 con- 
venait en effet, k la fois d'61iminer des impuretds susceptibles de troubler la rdactivation 
et d'assurer celle-ci au degr6 le plus 61ev6, ce qui n'est possible qu'en prdsence de cations 
et d'un acide amin6. Enfin, ii 6tait important de r~aIiser une inactivation et une r~acti- 
vation compldtes de la phosphatase pour discuter le mdcanisme de ces processus, afin 
de distinguer l'action d'effecteurs et celle de produits susceptibles de participer k la 
structure de l'enzyme. Or, les recherches ant6rieures sur la reconstruction de celui-ci 
l'aide d 'un coenzyme hypothdtique, dissociable en milieu faiblement acide, ont montr6 
que l'on ne restaure que 2o ~ 25 pour IOO de l'activit6 initiale si la dissociation pr6a- 
lable de la phosphatase a 6t6 pratiquement totale, le retour au pouvoir phosphoest6- 
rasique primitif n'dtant observ6 que si la dialyse ~ PH = 6.o n 'a  pas rdduit celui-ci de 
plus de 6o ~ 7 ° pour IOO (D. ALBERS 2). Quant aux rdactivations par des cations, elles 
n 'ont  en gdndral 6t6 pr6c6ddes que d'une disparition partielle de la propri6t6 ddphos- 
phorylante des milieux 6tudids, due parfois ~ la prdsence de formateurs de complexes 
jouant le r61e d'inhibiteurs (voir note ci-dessots). 

Ceci 6tant, nous avons consid6r6 que l'on obtiendrait des donndes utiles sur le 
r61e et la spdcificit6 des mdtaux divalents en rdalisant l 'inactivation complete de la 
phosphatase par dissociation d'un coenzyme organique hypoth6tique ou d'un m6tal 
et sa r6activation par ceux-ci. Nous nous sommes adressds pour obtenir la premiere 
la dialyse prolong6e ~ 37 ° contre de l 'eau bidistill6e, et pour assurer la seconde k l'addi- 
tion de divers cations en pr6sence d'alanine. 

Le but de ce travail es t :  
I °. de prdciser les conditions d'inactivation totale par dialyse prolong6e contre 

* Les exp6riences ayant amen6 CLOETENS 3 ~L conclure que la phosphatase alcaline 
du rein renferme n6cessairement du zinc et du magn6sium comme m6taux actifs sont 
bas6es sur le fair qu'apr~s dialyse contre des solutions de cyanure de potassium, puis de 
bicarbonate de sodium, l'addition d'un sel de magn6siunl ne r~active l'enzyme que si elle 
a 6t6 pr6c6d6e de celle d'un sel de zinc. Reprenant ces essais, nous avons constat6 qu'il 
n'en est pas ainsi lorsque des pr6parations purifi6es (fractionnement ac6tonique des pr6- 
parations obtenues par la technique de D. ALBERS 14) de l'enzyme sont inactiv6es par 
dialyse prolong6e contre des solutions de cyanures alcalins (6 jours ~ 37°), puis de l'eau 
bidistill6e (15 A 2o iours ~ 37°). L'addition &ions Mg+ + permet alors /~ elle seule de 
r6activer au maximum la phosphatase et il est probable que l'effet de l'ion Zn+ + dans 
les conditions adopt6es par CLOETENS est dfi A l'61imination incomplgte du radical--CN, 
inbibiteur de l'enzyme, Zn+ + intervenant alors comme antiinhibiteur. 
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de l ' eau  bidistill6e de la phosphatase a]caline de l ' in tes t in  purifi6e et celles de sa r6acti L 
va t i on  complete par  des cations divalents  ; 

2 °. de ddmont re r  l ' in terchangeabi l i t6  des cations divalents  dans cet e n z y m e ;  

3 °. de discuter  le r61e coenzymat ique  6ventuel  d ' u n  m6tal  et le m6canisme de sa 
par t ic ipat ion aux processus d ' inac t iva t ion  et de rdact ivat ion 6tudi6s. 

2. P A R T I E  EXPERIMENTAL]~  

a. Matdriel d'~tude et techniques. La phosphatase alcaline a ~t6 pr~par~e par une 
technique d6r!vant de celle permet tan t  d 'obtenir  l 'enzyme cristallis6 (NGUYEN-VAN THOAI, 
ROCHE ET SARTORI 13), ~ part ir  des muqueuses intestinales de Chien, mat6riel beaucoup 
plus actif que celui provenant  des animaux d 'abattoir .  0. 5 kilogramme de tissu non auto- 
ly-6, pr~lev6 par raclage au scalpel de la surface interne de l ' intest in,  est mis en suspension 
dans i,o litre d'eau bidistill6e renfermant  25 pour ioo d'ac6tone pure et addit ionn6 de 
IOO cc d 'un  m~lange ~ parties ~gales d'ac6tate d'6thyle et de toluene (H. ALBI~RS ET 
E. ALBERS). AprSs deux jours de s6jour ~ temp6rature du laboratoire en agi tant  deux "h 
trois lois par jour, on filtre sur papier  et on refroidit progressivement ~ - - 2  ° environ. 
On ajoute par petites portions de l 'ac6tone pure, fraichement distill6e, refroidie ~ - - 5  ° 
jusqu '~  ce que le milieu en renferme 60 pour IOO. Apr~s s6jour d 'un  quart  d'heure dans 
un bain ~ - - 5  °, on siphonne le l iquide au-dessous duqnel s'est d6pos6 nn  pr6cipit6 blanc, 
que l 'on isole par centrifugation. Ce pr6cipit~ est lay6 trois lois ~ l 'ac6tone pure, anhydre, 
refroidie ~ - - 5  ° et s6ch6 dans le vide ; il consti tue une preparat ion de phosphatase brute, 
susceptible d'etre conservSe plusieurs mois sous vide. Le produit  ainsi obtenu est partielle- 
ment  soluble dans l 'eau ; on en pr6pare un extra i t  en le t r i t u ran t  au mortier avec 20 fois 
son poids d 'eau bidistill6e, puis on complete ~ 50 volumes de celle-ci. Apr~s fi l trat ion du 
r6sidu insoluble (mucoprot6ines d6natur6es), la solution aqueuse est port~e h o °, puis 
fractionn6e par addit ion d'ac6tone pure refroidie ~ - - 5  °, in t rodui te  dans le milieu par 
petites portions et en agi tant  le r6cipient plac6 dans un bain ~ - - 5  °. La fraction prot6ique 
pr6cipi tant  ~ la concentrat ion de 38 pour ioo en ac6tone, pauvre en enzyme et fiche en 
impuret6s, est rejet6e, tandis  que l 'on conserve celle pr6cipitant  aux concentrations com- 
prises entre 38 et 55 pour ioo en ac6tone *. Ces derni~res sont s6par6es par centrifugation 
et l 'on chasse l 'ac6tone en faisant passer un courant  d 'air  rapide ~ la surface des c.ulots 
prot6iques refroidis ~ - - 5  °, lesquels renferment la plus grande patt ie de la phosphatase 
et de petites quanti t6s de mucoprot6ine. Au lieu de proc6der A la cristallisation de la 
premiSre, op6ration qui comporte des pertes d 'act ivi t6 non n~gligeables ~ part ir  de ce 
mat6riel, nous avons trai t6 par l 'eau bidistill6e les pr6cipit6s obtenus et utilis~ leurs 
solutions aqueuses ~ o,5--1,o pour IOO. Nos exp6riences ont  donc 6t6 poursuivies sur une 
phosphatase alcaline d 'un  assez haut  degr6 de pur6t6, les fractions du produit  brut  solubles 
dans les conditions indiqu~es 6tant  en g6n6ral susceptibles de permettre la cristallisation 
en masse de l 'enzyme. 

L 'act ivi t6  phosphatasique des solutions non dialys6es a 6t6 d6termin6e sur 0,2 cc 
de celles-ci en pr6sence de 4 cc de solution tampon de MICHAi~LIS au v6ronal sodique de 
PH = 8,8, de 2 cc de solution M/IO de 13-glyc6rophosphate de sodium et de 3,8 cc d 'eau 
bldistill6e, toutes les solutions 6rant pr6par6es avec cette derni~re. L'essai, dont  le PH est 
6gal ~ 8,8--8,9, est main tenu  ~ 37 ° pendant  5 minutes,  le r6cipient et les solutions 6tant 
port6s ~ cette temp6rature avant  leur emploi. L 'addi t ion  d'ions Mg+ + s'est av6r6e 
inut i le  pour activer l 'enzyme, probablement  en raison de la  saturat ion de celui-ci en m6tal. 
L'hydrolyse du subst ra t  est arr6t6e au moyen de 0, 5 cc d'acide sulfurique ~ 3 ° pour 
ioo et les radicaux phosphoriques lib6r6s sont dor6s par colorim6trie (m6thode de BRIGGS- 
ROBISON avec lectures au photom6tre de Pulfrich, en ut i l isant  le f l l t re  $5~). 

b. Inactivation et r~activation completes de la phosphatase alcaline. L ' i n a c u v a t i o n  
totaie de la phosphatase alcaline a 6t6 r6alisde par  dialyse prolong6e contre  de Veau 

* Dans les extrai ts  aqueux d'organes frais, la phosphatase alcaline pr~cipite A une 
teneur  sensiblement plus 61ev6e en ac6tone ; nous reviendrons sur la signification de ce fait. 
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bidistill6e. Cette opdration a 6t6 poursuivie h 37 ° en prdsence de tolu6ne, jusqu'~t dis- 
parition de tout pouvoir phosphomonoest6rasique, ce qui exige environ vingt jours, 
le liquide dans lequel le sac "~ dialyse est immerg6 6tant renouvel6 tous les  deux jours. 
I1 est indispensable de suivre par de fr6quents dosages la diminution de l 'activit6 enzy- 
matique, surtout dans la pdriode terminale de l'exp6rience, car le processus 6tudi6 n'est 
r~versible qu'& condition de ne pas op~rer sur un produit totalement inactiv6 depuis 
plus de 24 heures. 

Quant ~ la r6activation par  les m6taux divalents en pr6sence d'alanine, elle 
s'est r6v~14e possible ~ un degr~ 61ev6 uniquement apr~s une incubation pr~alable de 
l 'enzyme additionn6 de l 'acide amin6 ~ PH ~ 8,8, comme tel est 6galement le cas lors 
du ,,transport de la cophosphatase" ~ et de la r6activation par l'ion Mn+ + de la l-leu- 
cylpeptidase intestinale (SMITH ET BERGMANN ~), de l 'arginase h6patique (HUNTER ET 
DowNs a6, MOHAMED ET GREENBERG 17) et de la carboxylase de levure (GREEN, HERBERT 
ET SUBRAHMANYAN 18). Les mdtaux divalents mis en oeuvre dans r6action ont 6t6 
apportds par des solutions d 'ac6tate de magnesium ou de calcium et de suIfate de fer 
(ferreux), de mangan6se ou de zinc M/Io- -M/Iooo ajout6es h des taux correspondant 
ceux indiquds dans les tableaux ci-dessous (concentrations optima ou voisines d6termin6es 
au cours de nos recherches ant6rieures). 

Le dosage de l 'activit6 phosphatasique des produits ainsi r6g6n6r6s a 6t6 op6r6 de 
la mani4re suivante:  o,2 cc de solution enzymatique ont 6t6 additionn6s de 4 cc de 
solution tampon de IVfICHAi~LIS au v6ronal sodique de PH = 9,8 de o,2 cc de solution M/I 
de d/-alanine ajust6e 5. PH = 8,8 et de 2,7 cc d'eau bidistill6e et plac6s pendant deux heures 
5. 37 °, puis m61ang6s 5. 2 cc de solution m/Io de fl-glyc6rophosphate de sodium et eompl6t6s 
5. IO cc avec de l 'eau bidistill6e. Apr4s 5 minutes de s6jour 5. 37 °, la r6action enzymatique 
est arr4t6e par l 'addition de o,5 cc d'acide sulfurique 5. 3 ° pour IOO et les radicaux phos- 
phoriques lib6r6s sont dos6s par colorim6trie. 

On trouvera ci-dessous les r6sultats d 'une de nos expdriences, citds h titre d 'exemple 
et exprim6s en gamma de phosphore libdr6s par  minute et par miUigramme d'azote 
prot6ique pr6sent dans la pr@aration enzymatique 6tudi6e. 

Les faits qui se dfgagent des donndes obtenues sont les suivants : la phosphatase 
dialys6e longuement k 37 ° contre de l 'eau bidistillde n 'hydrolyse plus le B-glycdrophos- 
phate de sodium. L'addit ion d'ions Mg+ + et, k un degr6 moindre, celle d'ions Mn+ + 
en pr6sence d'alanine restaure partiellement l 'activit6 enzymatique initiale, Zn++,  
Ca+ + et Fe+ + 6tant k cet dgard inefficaces. Cette rfactivation est plus faible que 
celle observfe dans nos exp6riences pr6c6dentes, faites sur des enzymes moins purifi6s 
et n ' ayan t  pas s u n  une aussi longue dialyse. Elle est sp6cifique du pouvoir phosphomo- 
noest6rasique, car elle ne va  de pair avec l 'apparition d 'aucune activit6 pyrophos- 
phatasique. Dans les conditions de nos essais actuels, 1' incubation prdalable en prdsence 
d'alanine t~ PH = 8,8 et ~ 37 ° est indispensable pour une rdactivation importante de la 
phosphatase par les cations divalents. En introduisant ceux-ci immddiatement avant  le 
substrat,  Ca++, Fe++,  Mn++, Zn++ sont alors k peu pr6s 6galement activateurs 
aux concentrations opt ima indiqu6es, Mg+ + 6tant /~ cet 6gard plus efficace. I1 a 6t6 
possible d 'hydrolyser  en sa pr6sence jusqu'k 700 millimol6cules de p-glyc6rophosphate 
de sodium par gramme d'azote et par  minute k PH ----- 8,8 et ~t 37 °. Cette activit6 en- 
zymatique est environ deux lois et demi plus forte que celle de la phospbatase cristal- 
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T A B L E A U  I 

R~ACTIVATION DE LA PHOSPHOMONOESTERASE ALCALINE (intestin de Chien) TOTALEMENT 
INACTIVI~E PAR DIALYSE PROLONG~E CONTRE DE L'EAU BIDISTILLI~E, AU MOYEN DE CATIONS 

D I V A L E N T S  ( C a +  + ,  Fe+ +, Mg+ +, Mn+ + et Zn+ +) ET EN PR]~SENCE D'ALANINE. 

Essais poursuivis avec ou sans incubation de 2 heures A 37 ° en pr&ence de d/-alanine 
avant  l ' addi t ion des solutions de sels m&alliques.  R6sultats  exprim6s en gamma de 
phosphore min6ral lib6r6s par minute  et  par mil l igramme d 'azote prot6ique A PH = 8,8 
et A 37 ° aux d6pens de B-glyc6rophosphate de sodium M/5o dans les conditions d~crites 
section a. 

Sel Concentration Activi t6  (gamma P 
m&a!lique mol6culaire l ib6r6s/minute/  

ajout6 en sel mgr. N prot6ique 

S6rie I :  en pr6sence d'alanine, mais sans incubat ion pr6alable avec celle-ci 

N6ant 
SO4Fe 

SO, Zn 

SO~Mn 

(CH 3. COO) 2Ca 

(CH 5. COO) 3Mg 

o 

I . I O  -7 M 

I . I O  -5 M 

I .  IO -~ M 

I . I O  -6 M 

I .  I 0  -3 M 

I .  IO -2  M 
I .  10  -3 M 
I. IO -3 M 
I. IO -3 M 
5. IO-3 M 
I .  10  -1 M 

o 

o 

o 

o 

o 

7 2 1  

981 
o 

o .  

288 
1.154 
1.635 

S6rie I I :  incubation en pr6sence d'alanine, suivie de l 'addi t ion de sels m6talliques 

N~ant 
SOtFe 

SO, Zn 

SO4Mn 

(CH s. COO) 3Ca 

(CH v CO O) 3Mg 

o 

1.1o -7 IV[ 
I .  l O  .8 M 

I .  l O  .7 M 

I.IO -~ M 
I . I O  -a M 

I. lO -3 M 
I .  IO "3 M 

I .  IO -3 M 
I. lO -3 M 
5. lO-3 M 
I . I O  -1 i 

5.461 
14.231 
13.261 
14.231 
13.26I 
15.385 
13.646 
14.231 
16.364 
18.654 
21.154 
21.154 

Activi t6 avant  dialyse, sans incubation ni effecteur:  3.336 
Activi t6  aprSs dialyse, sans incubat ion ni effecteur:  o 
Act ivi t6  apr~s dialyse et incubat ion (2 heures PH ~---8,8) sans effecteur:  46I 

lis6e mise en oeuvre  en p%sence de sulfate de magn6sium I - - I O  "2 IV[ * , elle est du  

m6me ordre de grandeur  que  celles de la zymohexase  du muscle  (45o mil l imol  gr de 

subs t ra t /g rN/min)  et  de l '6nolase de levure  (I--IOO mil l imol  gr de subs t ra t /g rN/min)  

cristallis6es par  WARBURG ET CHRISTIAN ~, 36. L 'ac t iv i t6  la plus 61evA.des pr6parat ions  

• Le produit  initial mis en oeuvre darts l 'exemple cit6 (Tableau I) est environ 7 
fois moins actif que la pr6paration r6activ6e au max imum  par Mg. 11 est impossible de 
prendre l 'act ivi t6  d 'une phosphatase comme test  de sa purer6 t an t  que 1'on n 'est  pas 
certain d 'avoir  pu la faire agir dans des conditions ou son pouvoir  hydrolyt ique s 'exerce 
au maximum. La d6finition de ces conditions est l 'un des objets mSme du t ravai l  actuel. 
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de phosphatase alcaline 6tudi~es exprim6e en microtitres de gaz (I mol d'orthophos- 
phate  occupant 22, 41) lib6rds pas mgr de substance et par heure Qp, est 6gal~ k 17o.ooo, 
valeur de Qp tr6s notablement sup6rieure ~ celles obtennes jusqu'ici clans le cas du 
m~me enzyme purifi6 par d 'autres mdthodes 35, 36 

Les cations activateurs peuvent indiff6remment 6tre ajoutds avant  ou apr~s 
incubation en pr6sence d'alanine, ~ l 'exception du mangan6se dont l 'hydrate pr6cipitant 

PH ~ 8,8 g6ne la r~activation, probablement en d6naturant l 'apoenzyme lorsqu'il est 
maintenu longuement au contact de celui-ci. A cette exception pr6s, 1' action des cations 
s' exerce aussi bien, que l 'enzyme air subi ou non un contact prolongd avec eux avant addition 
du substrat. Dans les conditions adoptdes, Zn+ + et Fe+ + exercent leur effet aet ivateur 
maximum ~ l '6tat de traces 'L(I.IO-7--i.io-6 M), Mn++ et Ca ++ k des taux plus 
61evds (1.1o-3--1.1o -2 M) et Mg++ ~ forte concentration (i.IO-2--I.IO "~ M). La 
n6cessitd d'une concentration tr+s 61ev6e en magn6sium pour rdactiver la carboxylase 
(KuBoWlTZ ET LUTTGENS 19), enzyme renfermant naturellement ce m6tal ~t tr6s faible 
taux, mdrite d'6tre rapprochde de nos observations. 

Comme dans le cas de l'6nolase (WARBURG ET CHRISTIAN 20) et des peptidases 
(MASCHMANN 21), nous avons observ6 un seuil de concentration du magn6sium au del~ 
duquel son efficacit6 n 'augmente  plus, tandis que, pour les autres m6taux 6tudids, en 
particulier pour le fer et le zinc, fortement inhibiteurs ~ des taux 61evds, il existe une 
concentration optima. Dans l'exp6rience dont les r6sultats figurent au Tableau I, la 
quantit6 de pr6paration renfermant IO Y d'azote, soit au plus 60 ~ de protdine, est 
r6activ6e au max imum par 12 mgr de magn6sium soit pros de 200 fois son poids de 
celui-ci. Une surcharge double en ce m6tal, soit 2 4 mgr, conduit ~, un r6sultat identique. 
L'activit6 maxima particuli6re aux autres cations, inf6rieure k celle obtenue avec 
Mg++, est atteinte ~ des taux beaucoup moindres de ceux-ci, tr~s diff6rents selon 
le m6tal mis en oeuvre : o,o65 Y de zinc ou de fer, 540 Y de mangan6se et 4.o00 y de 
calcium. Devant  l 'existence d 'un seuil de concentration pour l 'action maxima du magnd- 
slum et d 'une concentration optima pour celle du zinc et du mangan6se, WARBURG ET 
CHRISTIAN ont admis que le premier est le constituant min6ral naturel de l'6nolase. 

Nous examinerons plus has s'il y a lieu d 'adopter  la m4me mani6re de voir en ce 
qui concerne la phosphatase alcaline. Nous analyserons au cours de la discussion des 
r6sultats la part  que l 'on peut at tr ibuer aux cations et ~ l'acide amind dans les phdno- 
m~nes 6tudids, mais il y a lieu de faire d~s maintenant  certaines remarques. L'incubation 

PH = 8,8 de l 'enzyme inactiv6 fair rdapparaitre k elle seule un faible pouvoir phos- 
phoestdrasique (voir Tableau I, tdmoin 2) et celui-ci est assez important  si l 'op6ration a 
lieu en pr6sence d'alanine (voir Tableau I, tdmoin 2). Ces fairs ne sont pas de nature 
rendre trop incertaine l ' interprdtation de ceux r6sumds plus haut. En effet, l 'analyse 
des prdparations enzymatiques 6tudi6es nous a montr6 que celles-ci renferment du mag- 
n6sium ~. des taux relativement 61ev6s et de petites quantit6s de zinc, dont une partie 
seulement est 61imin6e par dialyse lorsque les pr6parations sont totalement inactiv6es. 
I1 suffit que l ' incubation ~ PH = 8,8 provoque la dissociation d 'une faible partie de ces 
m6taux fix6s k des impuretds (mucoprotdines) pour que leurs ions r6activent l 'enzyme. 
De m~me la mise en libert6, ~ l '6tat d'ions, de traces indosables de m6taux tels que le 
zinc, dont nous venons de signaler l'61imination incompl6te, explique en partie l 'effet 
de l ' incubation en pr6sence d'alanine, effet auquel partieipent 6galement d 'autres ph6no- 
m6nes li6s ~ l '6tat de l 'apoenzyme prot6ique. 
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c. Inhibition de la rdactivation de la phosphatase alcaline par les ]luorures, les 
phosphates et les pyrophosphates alcalins. La rdactivation de la phosphatase alcaline par 
les cations en pr6sence d'un acide amin6 une fois obtenue, nous avons essayd de mettre 
en concurrence des effecteurs antagonistes, inhibiteurs, et l'acide amind associd au cation 
permettant  la rdactivation la plus forte, ]e magndsium .En effet, si ces derniers par- 
ticipent k la reconstruction de l 'enzyme ou de son groupement actif, la fixation prdalable 

l 'apoenzyme de radicaux susceptibles de s'unir ~ l'un ou ~ l 'autre doit g6ner la rdacti- 
vation. C'est ainsi que, pour WARBURG ET CHRISTIAN 20, l'ion fluor emp~cherait l 'activa- 
tion en donnant naissance k un complexe fluoromagndsien inactif de l 'enzyme (Mg--F- -  
dnolase). 

Nous avons dtd orientals darts le choix des effecteurs par des expdriences prdlimi- 
naires, au cours desquelles nous avons observd que la phosphatase alcaline purifide est 
tr~s sensible ~ la prdsence de divers anions aptes ~ donner des complexes avec les mdtaux, 
entre autres les ions fluor, orthophosphorique et pyrophosphorique. Le premier inhibe 
faiblement et irrdguli~rement l 'enzyme brut dans les extraits des tissus animaux (BEL- 
FBNTI, CONTARDI ET ERCOLI 22, ROCHE, DE LAROMIGUII~RE ET LAURENS 23), O~1 le second 
est toujours inhibiteur (ERDTMANN 24), le troisi~me n 'ayant  pas dtd dtudid ~t cet dgard. 
Tous trois inhibent dnergiquement la phosphatase alcaline lorsque celle-ci a dtd purifide 
et ddbarassde d'antiinhibiteurs naturels, opdration qui exige l'dlimination des mucopro- 
tdines pr6sentes dans les prdparations enzymatiques pauvres en azote b~en q~' ass:z 
activcs obtenues par SCHMIDT et TANNHAfiSER 35 (IO.1% N) et par CAPUTTO ET MARSAL 3s 
(7-io % zq). 

Apr~s dialyse jusqu'k perte pratiquement totale de son pouvoir hvdrolytique, la 
phosphatase est, soit mise pendant 2 heures h l'dtuve k 37 ° et ~ Pn ~- 8,8 (solution tam- 
pon au v6ronal de MICHAELIS)en prdsence de fluorure de sodium (1.1o-3--5.1o-2 M), 
de phosphate disodique (1.1o-3 M) ou de pyrophosphate de sodium (2.1o'3-- 
1.1o-2 M), puis additionnde de d/-alanine (1.1o -2 M), soit soumise aux m~mes opd_ 
rations en inversant rordre des rdactifs, l 'incubation ayant lieu en prdsence de l'acide 
amin6 et les formateurs de complexe dtant ajoutds par la suite ; de l'acdtate de magnd- 
sium (1.1o-2--5.1o -2 M) est introduit immddiatement avant le substrat. L'activitd 
de ces milieux vis-k-vis du B-glycdrophosphate de sodium a dtd ddtermin6e dans les 
m6mes conditions qu'au tours des expdriences ddcrites dans le paragraphe prdcddent, 
chaque essai renfermant o.2 cc de solution enzymatique, 4 cc de solution tampon au 
vdronal sodique de MICHAELIS de Pa = 8,8 2 cc de B-glycdrophosphate de sodium 
M/IO et 3,8 cc d'eau bidistillde ou des rdactifs affecteurs dnumdrds ci-dessus. On trouvera 
dans le Tableau II  quelques uns de nos rdsultats. 

Les r6sultats obtenus peuvent 6tre rdsumds de la mani6re suivante : L'.incubation 
de la phosphatase alcaline en prdsence de fluorure de sodium rdduit fortement l'effet de 
l'ion magndsium et cela que de l'alanine, activatrice par elle-m~me en l'absence de ce sel 
soit (IIb) ou non (Ib) ajout6e apr~s cette opdration. Lorsque du phosphate disodique 
(IIIb et c) ou du pyrophosphate de sodium (IV a et b) est substitu6 au fluorure alcalin, 
l 'activation de l 'enzyme par l'ion magn6sium en prdsence d'alanine est nulle dans le 
premier cas et faible dans le second *. Les anions dtudids empgchent donc d divers degrds 

* Les pr6parations dtudi6es 6rant r igoureusement d6pourvues d 'activitd pyro- 
phosphatasique, il est ldgitime d 'a t t r ibuer  aux ions pyrophosphoriques - -  et non A des 
ions orthophosphoriques provenant  de leur hydrolyse dventuelle - -  les effets observds en 
leur prdsence. 
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T A B L E A U  1 I 

I N F L U E N C E  D E  L ' I N C U B A T I O N  PR]~ALABLE (2 heures g 37 ° et g PH = 8,8) D E  LA P H O S P H A T A S E  
A L C A L I N E  (intestin de Chien) :EN PRI~SENCE SOIT D ' A L A N I N E ,  SOIT D E  F L U O R U R E ,  D ' O R T H O -  
P H O S P H A T E  O'U D E  P Y R O P H O S P H A T E  D E  SODIUM SUR L ' A C T I O N  A N T A G O N I S T E  D E  CES DIVERS 

E F F E C T E U R S  VIS-A-VIS D E  LA RI~ACTIVATION DE L ' E N Z Y M E  PAR L ' I O N  MAGN]~SIUM APRILS 

INACTIVATION P R E S Q U E  COMPLETE PAR DIALYSE ( 1 5 - - 2 0  jours h 3 7  o) CONTRE DE L ' E A U  
BIDISTILLI~E 

R6sultats exprim6s en yP min6ral (orthophosphates) lib6r6s par minute et par 
mil l igramme d'azote prot6ique aux d6pens de fl-glyc6rophosphate de sodium M/5 o h 37 ° 
et g PH 8,8 dans l e s  conditions exp6rimentales d6crites Section a. 

Pr6paration 
et s6rie 

d'essais N ° 

Effecteurs 
mis en 

incubation 

Gamma P 
Effecteurs mineral 

ajout6s apr6s lib~rO.s par 
rain et  

l ' incubat ion m g r  N pro t .  

I I  

I I I  

IV 

G 

b 
c 

d 

a 

b 
c 

d 

{ ° b 
c 
d 

n6ant 
FNa  I. IO "2 IV[ 

alanine i . i o  -2 M 

alanine I.IO -2 M 

(CHvCOO)2Mg 5. IO-2 M 
(CH3.COO)2Mg 5. Io-2 M 
(CH3.COO)2Mg 5.IO-2 M 

FNa 1.1o-'- M + (CHvCOO)~Mg 5.1o-2 M 

alanine 1.1o -2 M 
FNa i. lO .2 2¢[ 

alanine I.IO -2 M 
alanine 1.1o-2 M 

(CHvCOO) ~Mg 5.10"2 M 
alanine i. lO-2 M +  (CHvCOO) 2Mg 5. io-2 M 

FNa  1.1o -3 M +  (CHvCOO)2Mg 5.1o"2 M 
FNa  I.IO -2 M +  (CH3.COO)2Mg 5.1o-2 M 

n6ant 
PO2Na~H 1.1o .2 M 
PO4NazH 1.1o .2 M -~- 
(CHvCOO) 2Mg I. io'-~M 

alanine i.io-2 M 
alanine I.IO "2 M 
alanine i. io-2 M 

P20~Na2 5. lO73 M 
p,O~Na 2 1.1o-2 M 

alanine i.~o-2 M 
alanine I. lO'2 M 

n6ant 
n6ant 

n6ant 
n6ant 

PO, Na2H I. lO-2 M 
PO4NazH I. io-2M+ (CHv COO ) 2Mg i. lo-2M 

alanine 1.1o-2 M+(CHvCOO)~Mg 5.1o-3 M[ 
alanine i. lO-2 M +  (CHvCOO) ~Mg 2. lO -2 
P~O~Naa2.10-3 M +  (CHvCOO) 2Mg 5.10-3 
P20~Na 4 i. i0-2 M + (CH w COO) 2Mg 2. i0-2 

3.173 
1.538 

17.5oo 
16.346 

13.796 
6.o18 

14.186 
11.722 

6J5 
o 

18oo 
3.953 
3.715 
7.323 

2.629 
629 

15.o74 
13.7o3 

l' acide amind et l'ion magndsium de rdactiver l'enzyme. L' incubat ion  en prdsence d 'a lanine 

r6active par  elle-m~me la phosphatase  ( I c e t  IIId) et renforce consid6rablement  l 'effet  

de Mg + +, comme on l 'a  vu  plus haut  (Tableau I), mats l ' addi t ion  ult6rieure de fluorure 

(I d), de p.hosphate (III e e t / )  ou de pyrophospha te  de sodium (IV c et d) ne provoque  

plus alors qu 'une  inhibi t ion faible ou nulle et n 'emp6che  p ra t iquemen t  pas l ' ac t iva t ion  
par  le magndsium en prdsence de l 'acide amin~. L'alanine se comporte donc comme un 
antiinhibiteur car, apr~s incubation en sa prdsence, l' enzyme devient tr& peu sensible aux 
ions /luor, orthophosphorique et pyrophosphorique. 

3 .  D I S C U S S I O N  

L a  dialyse prolongde contre de l ' eau  bidistillde inact ive compl6tement  la phos- 
phatase alcaline purifi6e. Celle-ci reprend un pouvoir  phosphomonoest6ras ique trbs 
dlev6 apr~s incubat ion en pr6sence d 'a lan ine  ~ p• = 8,8 et addi t ion de cations divalents ,  
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entre autres de Mg+ +, et une concurrence se manifeste ~ cet 6gard entre l'acide amin6, 
activateur, et les ions fluor, orthophosphorique ou pyrophosphorique, inhibiteurs. 
Ces faits dtablis, il convient de les interpr6ter et d'en discuter la signification en ce qui 
concerne, d'une part, le m6canisme gdn~ral de l 'inactivation et de la r6activation de 
l 'enzyme et, d 'autre part, l 'interchangeabilitd des cations mis en oeuvre dans celle-ci. 

a. Mdcanisme gdndral de l'inactivation et de la rdactivation de la •hosphatase alcaline. 
L'inactivation par dialyse prolong6e contre de l'eau bidistill6e peut ~tre due soit ~ la 
dissociation du groupement actif de l'holoenzyme, soit ~ la rupture-ou ~ la formation-de 
liaisons analogues ~ celles maintenant associ6es les ,,unitds" distingn6es par SVEDBERG 
dans les mol6cules prot~iques. La n6cessit6 absolue de cations divalents pour obtenir la 
restauration d'un pouvoir phosphatasique tr~s 61evd permet de supposer qu'un m6tal 
divalent est 61imin6 au cours de la dialyse ; mais les effets de l'incubation en la pr6sence 
d'un acide amin6 ne sauraient relever de la m~me explication. Les phdnom~nes observds 
semblent donc dtre la rdsultante de plusieurs processus, ~ savoir : la rdtrogradation de 
modi/ications de structure de l' apoenzyme et la reconstitution d' un groupement acti[ mdtalli- 
que ou rattachd ~ l'apoenzyme par un  mdtal divalent. 

Les moldcules prot6iques sont susceptibles de se dissocier r6versiblement sans 
rupture de liaisons de valence primaire, mais seulement par celle de liaisons mettant  en 
jeu des valences coordinatives ou des forces de cohdsion d'une autre nature (force 
d'adsorption, forces de VAN DER WAALS en particulier). C'est ainsi que des modifications 
du PH au del~ de la zone de stabilit6 (SVEDBERG ~), l 'addition d'ur6e (STEINHARDT 86) 
ou de salicylate de sodium (ANsoN ET MIRSKY 27) ~ forte concentration, parfois m~me 
de faibles diff6rences de salinit6 (BROHULT 26), peuvent entrainer la dissociation de 
prot6ines de poids mol6culaire 61evd et,  dans certains cas, leur ddnaturation. Cette 
derni~re est rdversible dans des conditions particuli~res ; la r6action, dite r6version 
(ANsoN ET MIRSKY), est alors toujours assez lente et provoque la r6apparition de certains 
caract~res particuliers ~ la prot6ine naturelle. L'aptitude des globines naturelles k se 
combiner ~ la protoh6mine pour donner naissance aux m6thdmoglobines, la perte de 
cette propridt6 lors de la d~naturation et sa restauration apr~s r6version (ANsoN ET 
MIRSKY so, HILL ET HOLDEN a0, ROCHE ET COMBETTE 31, ROCHE ET CHOUAIECH 32) 
constituent ~ cet 6gard un exemple caract6ristique. Or, on peut se demander dans quelle 
mesure la d6naturation de l 'apophosphatase n'est pas responsable de la perte de l'activitd 
enzymatique au cours de nos exp6riences et si l'effet de l'incubation n'est pas li6 ~ un 
processus de r6version. La lenteur avec laquelle la r6activation est obtenue rappelle 
celle de la r6version de la globine ~ P~i ~ 6,5 et, par ailleurs, le mode de pr6paration de 
l'enzyme, command6 par la n6cessit6 de le s6parer d'impuret6s multiples, et sa tr~s 
longue dialyse ~ 37 ° sont susceptibles de le ddnaturer. 

Le caract~re non immddiat de la r6activation de la phosphatase alcaline dolt ~tre 
rapproch6 de celui que pr6sente 6galement sa reconstitution ~ partir  des produits de sa 
dissociation (,,cophosphatase" et ,,apophosphatase" 1, 5). Pareil fair n'est d'ailleurs pas 
exceptionnel en enzymologie ; il a 6t6 observ6 par GREEN, HERBERT ET SUBRAHMANYAN ls 
1ors de la pr6paration de la carboxylase ~ partir  de son apoenzyme, d'aneurinediphos- 
phate et  de cations divalents, au cours de la r6activation de l 'apoenzyme de l'arginase 
h6patique (HUNTER ET DOWNS 16, MOHAMED ET GREENBERG 12) et de la l-leucylpeptidase 
intestinale (SmTI-I ET BERGMANN 15) par l'ion Mn+ +. Dans ce dernier cas, un sdjour de 
2 4 heures et plus ~ 37 °, dans des conditions p~ bien d6finies, est n6cessaire pour obtenir 
l'activitd enzymatique maxima. La part de la rdversion de la d6naturation dans cette 
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,,time reaction",  considdrde souvent  comme particuli6re k la chimie des enzymes, nous 
semble impor tante  et des recherches sont actuellement entreprises pour contr61er cette 
hypothhse.  On peut  ais@ment concevoir que la d6naturat ion ait fair perdre ~ l 'apoenzyme 
la propri6t6 de fixer un cation indispensable k son activit6 et que la rdversion provoque 
la raise en libertd des groupements  fonctionnels susceptibles de s 'unir  sp6cifiquement 

au m6tal  * 
Mais, si cette hypoth6se de travail  m6rite d'@tre retenue, elle ne rend n6anmoins 

compte qu ' incompl6tement  du mdcanisme des faits observ6s. I1 est possible que l 'acide 
amin6 favorise la r6version en se fixant ~t certains radicaux de la prot6ine ou par  une 
rdaction d 'un  autre type,  mais le r61e propre des cations et son couplage ~t celui de l 'acide 
amind sont, par  ailleurs, tr6s importants .  L 'explicat ion la plus simple que l 'on puisse 
donner  des phdnom6nes auxquels ils participent,  inspirde par  de multiples observations 
faites sur d 'au t res  enzymes ~ m6tal  dissociable, paral t  @tre la suivante. L ' inact ivat ion 
par  dialyse prolongde traduirai t  la perte progressive d ' un  const i tuant  mdtallique e.t il 
serait alors ndcessaire de saturer  k nouveau l ' enzyme en mdtal  pour  qu'i l  retrouve son 
activitd maxima.  L'exp@rience montre  qu'il  n e  suffit pas pour  cela de le met t re  en 
prdsence de cations ; il convient  que ceux-ci soient associds ~ un acide amind, divers 
corps de cette sdrie pouvan t  @tre mis en oeuvre dans ce but  sans qu 'une  spdcificit6 se 
manifeste pour l 'un d 'en t re  eux. Pareil  r61e coaet ivateur  d 'un  acide amin6 vis-~t-vis 
d 'un  enzyme purifid a dtd observ6 dans d 'au t res  cas, en particulier dans l 'act ivat ion de 
l'addnylpyrophosphatase (BAILEY 38), de diverses peptidases (MAsCHMANN 21) et de 
la zymohexase de levure (WARBUI~G ET CHRISTIAN 34). Son mdcanisme a dtd discutd par 
ces derniers auteurs, selon lesquels l 'acide amind (cystdine) interviendrait ,  soit comme 
rdgulateur de valence des ions lorsque ceux-qi peuvent  exister sous un dtat di- ou tri- 
valent  (Fe++ < >' F e + + +  + e-) un seul de ceux-ci dtant  actif, soit comme rdgulateur 

de concentrat ion des ions avec lesquels ils forment  des complexes. La  seconde de ces 
hypotheses a dtd adoptde par  MASSART ET VANDENDRIESSCHE 9, pour expliquer le r61e 
du glycocolle dans l 'ac t ivat ion de la phosphatase  du lait et du  rein par l ' ion Zn+ + dans 
un milieu renfermant  cet acide amind. Ce r61e nous parai t  @tre plus complexe. 

En  effet, d 'une  par t  les acides aminds ont  une action propre, et d ' au t re  par t  ils 
emp@chent les fluorures, les phosphates  et les or thophosphates  d 'exercer  leur influence 
inhibitrice. On admet  souvent  que leur pouvoir  ac t ivateur  est uniquement  lid tt i 'dlimina- 
tion d ' inhibiteurs naturels  mdtalliques const i tuant  des impuretds accompagnant  l 'enzyme 
et avec lesquels ils formeraient  des complexes;  mais ce n 'es t  lit sans doute qu 'une  partie 
de leur action, car leur antagonisme avec les anions inhibiteurs que nous avons dtudid 

* La r@version de la d6naturation peut ne porter sp@cifiquement que sur une partie 
de ce processus. Dans le cas particulier des globines on restaure bien l 'apti tude des prot6ines 
d@natur6es 5. se combiner 5. l'h@matine pour donner des m6th6moglobines identiques aux 
produits naturels par leur spectre, leur solubilit6, leur poids mol@culaire et par diverses 
autres propri6t@s, mais le groupement prosth@tique ne s 'unit  alors ~ la prot@ine que d 'une 

que cette r6action ne permette qu 'une r6activation incomplete. Le fair que, dans les 
conditions off nous nous sommes plac6s, celle-ci conduise 5~ des pouvoirs phosphatasiques 
plus 61ev6s que ceux des produits cristallis6s permet de penser que la cristallisation de la 
phosphatase va de pair avec un certain degr@ de d@naturation, comme dans le cas d'autres 
enzymes (catalase). C'est sans doute au m~me ph@nom~ne qu'il y a lieu de rat tacher les 
pertes d 'activit6 observ6es apr~s des cristallisations successives x8 et la diminution de 
solubilit6 de l 'enzyme dans des milieux de teneur croissante en ac6tone au cours de sa 
purification. 
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ne peut 6tre expliqu6 ainsi. Cet antagonisme mdme traduit  probablement le fait que les 
uns et les autres se fixent sur le constituant mdtallique de l 'enzyme, le radical mdtal- 
anion (fluorure, phosphate, pyrophosphate) ne participant pas au pouvoir phospha- 
tasique. Nos observations conduisent A se reprdsenter le groupement actif comme un 
complexe de mdtal divalent avec certains radicaux de l 'apoenzyme et il est possible 
que l'acide amind joue un rdle important  dans la formation du complexe actif, soit en 
, , t ransportant" le mdtal auquel i! est lid A des radicaux particuliers de l 'apoenzyme, 
soit en participant A des complexes du type apoenzyme-mdtal-acide amind. Enfin, le 
fait que l ' incubation de l 'enzyme inactivd dolt, pour avoir toute son efficacitd, 6tre 
opdrde en la prdsence d 'un acide amind, pei'met de penser que ce dernier intervient par 
lui-mdme dans la rdversion de la ddnaturation de l 'apoenzyme. Aussi ne saurait-on 
interprdter simplement la fonction ddvolue A l'alanine dans la rdactivation de la phos- 
phatase. Pareflle complexitd s 'est mani/estde dans le r61e des acides aminds en tant  que 
coactivateurs des ions Ca+ +, Mn+ +, vis-a-vis de l 'addnylpyrophosphatase (myosine 
cristallisde) qui, pour BAILEY ~, consisterait en,,l 'dlimination par formation de complexes 
de mdtaux lourds prdsents dans les prdparations de myosine, l 'augmentation de la 
stabilitd de l 'enzyme vis-a-vis de la chaleur et en une action spdcifique de l'ion dipolaire". 

b. Interchangeabilitd des mdtaux acti/s et constituant m~lallique naturel. Dans les 
conditions Oll nous nous sommes placds, la rdactivation de la phosphatase alcaline est 
assurde par divers cations divalents en prdsence d 'un acide amind. I1 n'existe A cet 
dgard aucune spdcificitd dtroite du mdtal, mats seulement des diffdrences dans les con- 
centrations auxquelles chacun exerce sont effet max imum (concentration optima) et 
dans l'intensitd de son action. Une interprdtation simple de ce fair peut 6tre donnde. 
La rdactivation comporte ndcessairement la combinaison des cations A l 'apoenzyme, 
sans doute par  formation de complexes du mdtal avec des radicaux azotds de la protdine. 
Or l'affinitd de ces radicaux n 'est  A coup stir pas identique pour les divers cations et il 
est logique que le zinc, formant  tr~s facilement des complexes avec les groupements 
aminds des protdines et des peptides, , ,sature" l 'enzyme A tr~s faible concentration, 
tandis q u e l e  magndsium, participant beaucoup plus difficilement A des complexes, ne 
le ferait qu'A des taux tr~s dlevds. Un excSs de zinc ou de fer dolt par ailleurs se combiner 
A l 'apoenzyme en dehors du groupement actif, surtout apr~s la saturation de celui-ci, 
et il en rdsulterait une inhibition non spdcifique. Par  contre, la faible affinitd de la 
protdine pour le magndsium la rend peu apte A s 'unir A celui-ci, lequel n 'est  i'nhibiteur 
A aucune concentration dans les conditions oil nous nous sommes placds *. Des faits du 
m~me ordre ont dtd signalds par  MASCHMANN 21 Apropos de l 'action des mdtaux sur 
diverses peptidases, Mg+ + et Mn++ prdsentant alors un seuil de concentration ~t 
part ir  duquel ils exercent un effet maximum (1.1o-3 M), tandis qu'il existe pour Zn+ + 
une concentration opt ima (i.lO-2--1o .6 M), au delA de laquelle cet ion est fortement 

* Dans les produits bruts, l'ion magndsium est faiblement inhibiteur ~t concentra- 
tion tr~s 61evde (en l'absence d'acide amind) ; il n'en est pas ainsi dans nos essais, soit en 
raison du caract~re incomplet de la rdversion des produits purifids utilisds, soit, plus 
simplement, en raison de la prdsence d'alanine. Par ailleurs, l'activabilit6 de la phosphatase 
alcaline par l'ion magndsium est lid au degr6 de saturation de l 'enzyme en mdtal. C'est 
ainsi que la phosphatase intestinale partiellement purifide de SCHMIDT ET TANNHAiiSER 35 
est peu sensible ~t cet ion parce que son mdtal naturel ne s'est pas dissoci6 au cours de 
sa prdparation. L'augmentation du pouvoir activateur, des sels de magndsium par dilution 
et apr~s une br~ve dialyse des extraits de muqueux intestinale signalde par BACCARI ET 
AURICCHIO 37 peut, par contre ~tre relide h la dissociation du constituant mdtallique 
naturel de la phosphatase. 
13ibliographie p. 75. 
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inhibiteur. D6s lors, l 'argumentat ion selon laquelle un cation activ.ateur pr6sentant un 
seuil d'action (Mg) doit plus probablement 6tre consid6r6 comme le constituant naturel 
d 'un enzyme ~t m6tal dissociable que ceux (Fe, Zn, Mn) pour lesquels il existe une 
concentration optima, paralt  fragile. 

L'interchangeabilit6 exp6rimentale des cations divalents pose la question de 
la sp6cificit6 du constituant mindral naturel de la phosphatase alcaline. Le magn6sium 
perrnet d 'at teindre l 'activit6 la plus 61ev6e dans nos exp6riences, mais seulement ~t 
tr6s forte concentration, tandis que le zinc et le fer provoquent une activit6 moindre, 
mais tr~s importante,  ~t l '6tat de traces ( I . IO ' ? - - I . I0  "6 M). I1 ne semble pas possible, 
en l '6tat actuel de nos connaissances, d 'affirmer que la phosphatase alcaline soit une 
m6talloprot6ine renfermant du magn6sium dans un organe, du zinc, du fer, du manga- 
n6se ou du calcium dans d'autres,  la sp6cificit6 relative d 'aetivation par l 'un de ceux-ci 
observ6e par divers auteurs dans des conditions particuli6res pouvant  tenir ~t la pr6- 
sence d'impuret6s. N6anmoins il est probable que seuls le magndsium ou le zinc doivent 
4t re consid6rls comm e constituants naturels de la phosphatase alcaline, l 'interchangeabilit6 
de l 'un et de l 'autre pouvant  ~tre envisag6e. L'6tude de la composition des produits 
purs ou tr6s hautement  purifi6s extraits de divers organes, actuellernent en cours, 
apportera une r6ponse ferme ~ cette question. 

La ndcessit6, admise par CLOETENS 3, de la pr6sence de deux m6taux, le magnd- 
sium et le zinc, dans la phosphatase alcaline ne semble pas devoir 4tre retenue. Des 
exp6riences ant6rieures nous ont montr6 que la r6activation par l'ion magndsium n'est  
nullement renforc6e par  la prdsence d'  ions zinc et des r6sultats nouveaux, dont il ne 
nous a pas paru utile de faire figurer ici le d6tail, ont permis de constater que Zn+ + n'est  
activateur en pr6sence de Mg+ + que dans la mesure oli la concentration de ce dernier 
est trop faible pour que le pouvoir phosphatasique max imum soit restaur6 par lui. 
I1 y a alors addition des effets de Mg+ + et de Zn+ +, mais non la ,,potentialisation" 
de ceux-ci d6crite par CLOETENS ~,ur des produits moins purifi6s que ceux utilis6s pour 
nos recherches ; l 'hypoth6se de cet auteur sur la constitution de la phosphatase alcaline 
doit donc 8tre abandonnde. 

Le manque de sp6cificit6 des cations activateurs de la phosphatase alcaline rend 
peu probable la participation directe du m6tal ~t l 'activit6 enzymatique. Divers faits 
6tablis sur la carboxylase (KuBoWITZ et LfiTTGENS 19, GREEN, HEREERT ET SUBRAH- 
MANYAN'24) sont ~ rapprocher de ceux ddcrits dans notre travail. Dans le cas de ce dernier 
enzyme, le magn6sium naturel est rempla~able par le mangan6se, le cobalt et par 
d 'autres  cations divalents, et le groupement actif serait le radical - - N H  2 fix6 en position 
6 au cycle pyrimidinique de l 'aneurine ; le m6tal constituerait ,,un ciment, un pont 
chimique" entre l 'apoenzyme et le coenzyme, associ6s l 'un et l 'autre dans un complexe 
magn6sien. Aussi s'explique-t-on qu'il n'existe aucun lien 6troit entre la nature du 
cation permet tant  de reconstituer la carboxylase k part ir  de ses produits de dissociation 
organiques (apoenzyme et aneurinediphosphate) et la spdcificit6 de l 'enzyme. Seul 
le degr6 d'activit6 du produit obtenu est fonction du mdtal prdsent *. n e s t  16gitime 
d 'admet t re  comme hypoth6se de travail qu'il enes t  de m4me pour la phosphatase alcaline ; 
d6s lors, le m6tal de celle-ci ne jouerait pas le r61e de coferment qui lui est souvent 
attribu6, car il ne participerait qu' indirectement ~ l 'activit6 catalytique de l 'enzyme. 

* I1 n'existe prafiquement aucune diff6rence d'activit6 entre les carboxylases 
,,reconstitu6es" ~. Mg ou Mn; celles renfermant Ca, Co, F e e t  surtout Zn sont sensiblement 
moins actives. 
Biblfographie p. 75. 
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Les exp6riences d '  H. ALBERS et de ses co l labora teurs  1 et  les n6tres  5 sur  le , , t rans-  

por t  du  cofe rment"  dev ron t  6tre repr ises  sur  des p rodu i t s  pu t s  pour  qu 'une  opinion 
ferme soit  formul6e sur  ce .point, mais  leurs  r6sul ta ts  et ceux de nos recherches actuel les  
p e r m e t t e n t  de se faire une premiere  r ep%sen ta t ion  hypo th6 t ique  de la  molecule  enzy-  
mat ique .  Celle-ci pa r a i t  ~tre cons t i tu t e  soit  pa r  un complexe  m~tal l ique - -  en g~n~ral 
magn6sien  ou zincique - -  de l ' apoenzyme  et  d ' u n  corps organique dissociable,  soit  pa r  
un complexe  dont  les r ad ieaux  organiques  spdcif iquement  unis au m~tal  sera ient  tous  
emprunt~s  ~t l ' apoenzyme  ; il n '  ex i s te ra i t  pas  alors de coenzyme dissociable.  Dans  le 
p remie r  cas, un pep t ide  pour ra i t  cons t i tuer  le coenzyme et  ~tre r emplagab le  p a r  d ive r s  
acides  amines  ; c 'es t  Ik une ~ventual i t6  peu  probable .  Dans  le second, la coac t iva t ion  
p a r  les acides amin6s sera i t  due  ~t une sorte  d ' o r i en t a t i on  du  m~tal  uni  ~ l ' ac ide  amin~ 
vers  les g roupemen t s  de l ' apoenzyme  ap tes  ~ se combiner  ~ lui pour  former  un complexe 
actif .  Ce dern ie r  ne comprendra i t  pas  n~cessairernent l ' ac ide  aminC lequel  pour ra i t  
n '~ t re  qu 'un  s imple  , , t r anspor t eu r"  du  m~tal .  Si hypo th6 t ique  que soit  ce t te  inter-  
p r~ ta t ion  g~n~rale, elle nous a pa ru  m~r i te r  d ' e t r e  formul~e pour  ob jee t iver  la  not ion 
que le cons t i tuan t  m~tal l ique de la  phospha tase  alcaline (ou de phospha tases  alcalines,  
d ' a p o e n z y m e s  divers) ne doi t  pas  ~tre consid6r~ comme son coenzyme au  m~me t i t re  
que le cuivre  de cer ta ines  po lyphdno loxydases  et l e  zinc de l ' anhyd ra se  carbonique.  
Ceux-ci sont  r igoureusement  sp~cifiques d ' u n  enzyme ou d 'un  t ype  d ' e n z y m e  et  ont  
une fonct ion ca ta ly t ique ,  t and i s  que le m~tal  de la  phospha tase  alcaline,  ~t ranger  au  
g roupemen t  act i f  p rop remen t  di t ,  joue aussi  - -  et peut -~t re  exc lus ivement  un - -  r61e de 
structure compa t ib le  avec u n e  sp6cificit6 beaucoup  moins  6troite.  

I. La phosphatase  alcaline purifi6e (phosphomonoest6rase de l ' in tes t in  de Chien) 
a 6t~ compl~tement  inactiv6e par  dialyse prolong6e contre ce l 'eau bidisti l l6e et r6activ~e. 
Le pouvoir  hydro ly t ique  obtenu est sup~rieur 5  ̀celui du produi t  init ial ,  l ' enzyme d6dou- 
b lan t  Mors jusqu'5` 7o0 milimol6cules de fl-glyc6rophosphate de sodium par minute  et 
par  gramme d'azote,  5  ̀ P t t =  8,8 et  5  ̀ 37 ° (Qp = 17o.ooo ). 

2. La  r6act ivat ion m a x i m a  de la phosphatase  a 6t6 r6alis6e apr~s incubat ion 
(2 heures) de l ' enzyme avec de l 'a lanine (1.1o-2 M) 5  ̀Pit ---- 8,8 et addi t ion d'  ions magn6- 
sium. Dans les m6mes condit ions,  d 'au t res  cat ions divMents : Ca+ +, Fe+ +, Mn+ + et 
Zn+ +, r6act ivent  l ' enzyme 5  ̀ des degr6s divers. I1 existe  pour eux une concentrat ion 
opt ima,  tr~s faible pour  Zn++  et F e + +  (1.1o-2 M), plus 61ev6e pour Mn++  (1.1o-3 M) 
et pour Ca (1.10 .2 i~), tandis  que l 'on observe un seuil &act ion  pour Mg+ +, actif  avec 
son efficacit6 la plus grande 5  ̀ des t a u x  sup6rieurs 5  ̀ 1.1o-2 M. 

3. L ' incubat ion  pr~alable avec l ' ac ide  amin6 est indispensable  ; lorsqu'elle n 'a  pas 
eu lieu, seuls Mg+ + et, 5  ̀ un degr6 moindre, Mn+ +, sont act ivateurs ,  mais beaucoup 
plus fa iblement  qu'apr~s s6jour 5  ̀ PH = 8,8 et  5. 37 ° de l ' enzyme addi t ionn6 d 'alanine.  
I1 est probable  que ces fairs sont  en par t ie  dus A la r6version de la d6naturat ion de la phos- 
phatase  en pr6sence de l 'acide amin6 p lu t6 t  qu'5` la lenteur  de la r6action de celui-ci avec 
l 'enzyme. L ' incubat ion  avec des ions m6tall iques est sans efficacit6 propre, qu'elle soit 
op6r6e avan t  ou apr~s l ' add i t ion  d 'alanine.  Tout  se passe donc,comme si la combinaison 
du m6tal  5  ̀ l ' enzyme 6tai t  imm6diate.  

4. L ' incubat ion  pr6alable de la phosphatase  purifi6e en pr6sence de fluorures, 
d 'or thophosphates ,  de pyrophosphates  alcalins, emp6che la r6act ivat ion par  les acides 
n6s et  les cations divalents.  Inversement ,  l ' incubat ion pr6alable de l 'enzyme en pr6- 
sence d 'a lanine g~ne tr~s for tement  Fact ion inhibi t r ice  des fluorures, des or thophosphates  
et des pyrophosphates  alcalins. On peut  en d6duire que les acides amin6s et les anions 
de ces derniers sels se combinent  sans doute au m~me 616ment s t ruc tura l  du groupement  
act if  de la  phosphatase.  
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5. On ne saurait  trop insister sur le fait que Faction des effecteurs, en particulier 
des cations et des formateurs de complexe, sur la phosphatase alcaline ne s'exerce r6guli~- 
rement  que sur des produits purifi6s et £ des concentrations en In6taux bien d6finies, 
diff6rentes pour chacun de ceux-ci. Dans le cas contraire, elle est fonction de la pr6sence 
de m6taux et de formateurs de complexes naturels darts les pr6parations enzymatiques. 
Les multiples contradictions entre de nombreux t ravaux  doivent ~tre rattach6es h cette 
cause ; des r6sultats divers, facilement reproductibles, peuvent  en effet 6tre obtenus selon 
le mode op6ratoire adoptS. 

6. La signification de ces fairs en ce qui concerne la consti tution de la phosphatase 
alcaline est discut6e. L' intercbangeabil i t6 des m6taux actifs n 'est  pas favorable ~ l 'hypoth~se 
admet tan t  qu'i l  existe dans les divers organes des phosphatases dont  chacune renferme 
sp6cifiquement un m6tal particulier au tissu ou elle est pr6sente. Le magn6sium, et ~t un 
degr6 moindre le zinc, paral t  ~tre le const i tuant  min6ral le plus commun des phosphatases 
alcalines et y jouer un r61e d'616ment de structure plut6t  que celui d 'un  coenzyme catalyti- 
quement  actif. 

SUMMARY 

I. Purified alkaline phosphatase (phosphomonoesterase from dog's intestine) has 
been completely inact ivated by prolonged dialysis against bidistilled water and reactivated. 
The hydrolytic power obtained, superior to tha t  of the init ial  product, at tains maximal 
7oo millimolecules of fl-glycerophosphate of sodium per minute  and per gramme of nitrogen, 
at a PH of 8,8, and at  37 ° C (Qp ~ I7O.OOO ). 

2. The maximal  reactivation of the phosphatase has been observed after incuba- 
t ion for 2 hours of the enzyme with alanine (i.io-2M), at a PH of 8,8 and addition 
of magnesium ions. Under the same conditions, other divalent  cathions (Ca++, 
Fe++,  Mn++ and Zn++) reactivate the enzyme at  various degrees. The opt imum concen- 
t ra t ion for these is : very weak for Zn++ and Fe++ (i.io-TM), stronger for Mn++ (i.io-3M) 
and Ca++ (i.io-2M), while, for Mg++, there is a threshold of activity with its greatest 
efficacy above I.Io'2M. 

3. Prel iminary incubat ion with the aminoacid is indispensable;  if this is neglected, 
only Mg+ + and, to a lesser degree, Mn+ + can be active agents, though to much smaller extent  
than  af ter incubat ion,  at  PH = 8,8 and at 37°C, of the enzyme in presence of alanine. 
Probably this is par t ly  due to the reversion of the denaturat ion of the phosphatase in 
presence of the aminoacid, rather than  to the slowness of the lat ter 's  reaction with the 
enzyme. Incubat ion  with metallic ions, whether before or after the addition of alanine, 
is not  really effective. The whole process, therefore, takes place as if the metal  combined 
immediately with enzyme. 

4. Prel iminary incubat ion of purified phosphatase in presence of fluorides, 
orthophosphates and alkaline pyrophosphates, prevents reactivation by  aminoacids and 
divalent  cathions. Conversely, preliminary incubat ion of the enzyme in the presence of 
alanine strongly interferes with the inhibi t ing action of fluorides, orthophospates and 
alkaline pyrophosphates. We may deduce from this tha t  aminoacids and the anions of 
the last-named salts combine with the same structural  element in the active group of the 
phosphatases. 

5. I t  is emphatically pointed out tha t  the action of these agents, particularly tha t  
of cathions and of those folming complexes, on alkaline phosphatase can, as a rule, be 
effective only on purified products, and in certain definite metal-concentrations which 
vary  with each of them. In  the opposite case this action is a function of the presence of 
the metal  and of substances forming natural  complexes in the enzyme preparations. The 
frequent  contradictions on this question found in the li terature must  be a t t r ibuted  to this 
fact;  different, easily reproduceable results may, indeed, be obtained according to the 
method followed. 

6. The importance of these facts is discussed regarding the consti tut ion of 
alkaline phosphatase. The interchangeabil i ty of active metals does not  argue in favour 
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of the hypothesis tha t  there exist, in various organs, phosphatases, each of which specifi- 
cally contains some metal  peculiar to the tissue in which i t  is found. Magnesium or, to 
a lesser degree, zinc, appears to be the most common mineral const i tuent  of alkaline 
phosphatases, and appears to function as a structural  element rather than as a catalytically 
active enzyme. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die gereinigte alkalinische Phosphatase (Phosphomonoesterase) wurde voll- 
kommen inakt ivier t  dutch fortgesetzte Dialyse gegen bidestilliertes Wasser und reak- 
t iviert .  D as erzielte hydrolytische Verm6gen ist gr6sser als dasjenige des Initialproduktes,  
da das Enzym bis zu 700 millimolekfilen Nat r ium /~-Glyzerophosphat pro Minut  und 
pro Gramm Stickstoff bei PH ----- 8,8 und bei 37 ° spaltet (Qp = I7o.ooo ). 

2. Die maximale Reakt ivierung der Phosphatase wurde nach Inkubat ion  (2 Stun- 
den) des Enzyms mi t  Alanin (i.io-2M) bei PH = 8,8 und dutch Zusatz yon Magnesiumio- 
nen verwirklicht. Unter  gleichen }3edingungen wird das Enzym durch zweiwertige 
Kationen,  wie Ca++, Fe++,  Mn++ et Zn++,  in verschiedenen Graden reaktiviert .  Es 
besteht f/fir dieselben eine optimale I~onzentration, welche ffir Zn++ und Fe++ schwach 
(I.iO-TM), und ffir Mn++ (I.io-3M) und Ca++ (I.Io-2M) h6her ist, w~ihrend ffir Mg++, 
das seine gr6sste Aktivit/ i t  bei Konzentrat ionsgraden fiber I. lO -3 M erreicht, eine Wirkungs- 
schwelle beobachtet  wird. 

3. Die Vorinkubat ion der Aminos~ure ist erforderlich. ]3ei Unterlassung derselben 
werden allein Mg++ und Mn++, wenn auch in einem geringeren Grade, zu Aktivatoren, 
aber ihre Wirksamkei t  ist viel kleiner als nach Verbleiben des mit  Alanin bereicherten 
Enzymes bei PH = 8,8 und bei 37 °. Alles vollzieht sich also wie wenn die Verbindung des 
Metalls mit  dem Enzyme augenblicklich s ta t t f inden wfirde. 

4. Die Vorinkubation der gereinigten Phosphatase in Gegenwart yon Fluoriden 
(Fluorfiren), Orthophosphaten, alkalinischen Pyrophosphaten verhindcrt  die Reaktivie- 
rung durch die Aminos/iuren und die zweiwertigen I<ationen. Umgekehrt,  wird die hem- 
mende Wirkung der Fluoriden (Fluoriiren), der Orthophosphaten und der alkalinischen 
Pyrophosphaten dutch die Vorinkubation des Enzymes in Gegenwart van Alinin stark 
gehindert." Hieraus kann man schliessen, dass die Aminos/iuren und die Anionen dieser 
letzteren Salzen sich wahrscheinlisch mit  dem gleichen Strukturelement  der akt iven Phos- 
phatasegruppe verbinden.  

5. Es ist notwendig folgende Tatsache ganz besonders hervorzuhebeu : die effek- 
torischen Agenten, insbesondere die Kat ionen und die Komplexbildner wirken nu t  regel- 
m/issig auf gereinigten Produkten und bei genau best immten Metallkonzentrationen, 
wobei letzteren ffir die einzelnen Metalle verschieden sind. Im entgegengesetzten Falle 
h/ingt diese Wirk~ng yon dem Vorhandensein yon Metallen und yon nattirlichen Komplex- 
bildnern in den enzymatischen Pr/iparaten ab. Die mannigfalt igen Widersprfiche, die 
man in zahlreichen Arbeiten feststellt, mfissen auf diese Ursache zuriickgeffihrt werden. 
Verschiedene, leicht reproduzierbare Resultate k6nnen tats~chlich mit  der angewandten 
I[Tbungsmethode erzielt werden. 

6. Die ]3edeutung dieser Tatsachen bezfiglich der Zusammensetzung der alkali- 
nischen Phosphatase wird besprochen. Die Auswechselbarkeit der akt iven Metalleist nicht  
giinstig ffir die Annahme, dass Phosphatasen in den verschiedenen Geweben vorhanden 
sind, und dass jede Phosphatase ein Metall spezifisch enth/ilt, welches dem Gewebe eigen 
ist, worin sie vorhanden ist. Das Magnesium, und, in einem kleineren Grade, das Zink, 
scheint der h~ufigste mineralische ]3estandteil der alkalinischen Phosphatasen zu sein 
und die Rolle eines Strukturelementen eher als die eines katalytisch aktiven IZoenzymes 
darin zu spielen. 
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