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ACTION COMPAR]~E D E  

Q U E L Q U E S  R]~ACTIFS DES  F O N C T I O N S  A MIN ES  SUR D I V E R S E S  

P H O S P H A T A S E S  ACIDES E T  A L C A L I N E S  

par 

c. ANAGNOSTOPOULOS 
Laboratoire de Chimie Biologique, Facultd de Pharmacie, Paris (France) 

I1 est bien connu que l'action des enzymes, comme celle de toutes les prot6ines 
pr6sentant une activit6 physiologique sp6cifique, d6pend de l'int6grit6 de certains 
groupements fonctionnels libres dans la mol6cule prot6ique. Dans le but  d'identifier ces 
groupements "essentiels", l 'int6r& des chercheurs s'est concentr6 sur les groupements 
polaires de la mol6cule prot6ique, les plus actifs du point de rue  chimique, et surtout 
sur les fonctions: thiol, amine et phenol. 

Les groupements thiols qui paraissent essentiels pour l'activit6 d'un grand nombre 
d'enzymes, entre autres: l'ad6nosine triphosphatase 1, ne semblent pas indispensables 
l 'activit6 des phosphomonoest6rases, acides et alcalines 1, 2, 3 

L'6tude des groupements amin6s des phosphatases fut abord~e par GOULD 4 sur 
certaines phosphomonoest6rases alcalines: (la phosphatase intestinale purifi6e pr6par6e 
par SCHMIDT ET THANNHAUSER 5 et des autolysats bruts du rein et de l'os). Cet auteur 
a constat6 que les groupements amin6s sont indispensables k l'activit6 des phosphatases 
alealines. BACCARI ET AURRICCHIO e par la suite, op6rant sur des extraits aqueux de 
muqueuse intestinale du cheval, ont signal6 que les groupements amin6s sont aussi 
n6cessaires pour l'activit6 des phosphatases acides. Cette conclusion parait d~s le 
premier abord trop g6n~ralis6e. 

Nos recherches ant&ieures sur certains effecteurs de phosphatases ~, s nous ont 
amen~ k consid~rer les groupements susceptibles de jouer un r61e dans l'activit~ phos- 
phatasique et k poser le probl~me de l ' importance des fonctions amines. 

Nous nous sommes alors propos6s de faire une 6tude plus d6taiU~e, poursuivie sur 
plusieurs phosphatases de diff6rents types et d'origines tr~s diverses avec plusieurs 
r6actifs des fonctions amines. 

Dans la premiere partie de ce travail nous envisagerons les r6sultats obtenus avec 
quatre r6actifs des fonctions amines tr~s fr6quemment employ6s dans l'6tude des pro- 
t6ines: le c&~ne, l'acide nitreux, l 'ald6hyde formique et l 'isocyanate de ph~nyle. 

Pendant la dur6e de ce travail nous avions eu connaissance des t ravaux de J. ROCHE 
ET A B u L - F A D L  9, lO qui ont employ6 l'ald6hyde formique et l 'isocyanate de ph~nyle 
sur des pr6parations phosphatasiques hautement purifi&s, du rein et de l'intestin 
(phosphatases alcalines, type I) et du foie et des champignons (phosphatases acides, 
type II). Dans l'ensemble nos r6sultats concordent avec ceux de ces auteurs. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

Preparations diastasiques 

Paxmi les diff6rents types des phosphatases isodynames, nous avons utilis6 les pr6parat ions 
suivantes:  

a) Phosphatases du type I (alcalines-pH opt imum 8.6-9.4): phosphatases du rein et  du foie 
du Bceuf. 

Ces enzymes 6talent  pr6pax6es suivant  la m6thode de J. ROCHS, NGUYzN-VAN-THoAx ET 
SARTOR111 par  autolyse des organes broy6s en pr6sence d 'un  m61ange d'eau, d'ac6tone, d 'ac6tate  
d '~thyle et  de tolu6ne. L 'autolysat  6taft filtr6 et  pr6cipit6 pax l 'ac~tone (~ une concentrat ion de 6O$/o 
dans  le milieu). Ce pr6cipit6 est dess6ch6 dans le vide sulfurique. 

Activit6: I. phosphatase r6nale: 5 ml d 'une solution ~ o.io~o lib~rent 7.0 nag de phosphore de 
5 ml de ~-glyc6rophosphate de sodium o.xo M e n  24 heures, ~ 37 °, en pr6sence de sulfate de magn6- 
slum o.oo2 M e t  de di~thylbaxbiturate de sodium o.o2 M (comme tampon ~ PH 8.6). 

2. Phosphatase h6patique: 5 ml d 'une solution A o.Io~o dans les m6mes conditions lib~rent 4.6 
nag de phosphore. 

b) Pkosphatases d~ type I I  (acides, PH opt. 5.0-5.6) : deux enzymes du r~gne v6g6tal: phosphatase 
des graines de la Moutarde-blanche et celle du son de Bl6, et  deux enzymes du r~gne animal:  la phos- 
phatase de la prostate  humalne et  la phosphatase acide du foie du B0euf. 

Les phosphatases v6g6tales furent  pr6pax6es par  macerat ion ~ o ° pendan t  24 heures, de la 
poudre des graines d61ipid~e dans Io lois son poids d'eau. Les extrai ts  aqueux filtr6s et refroidis 
o ° sont  pr6cipit6s pax quatre  parties d'ac~tone. Les pr~cipit~s lav6s (par l 'ac6tone et  l '6ther) et  des- 
s6ch6s sous vide sulfurique sont  mis en suspension dans de l 'eau (z ~/o) et  soumis ~ un  fract ionnement  
par  le sulfate d 'ammonium,  ~ o °. Avec le sulfate &ammonium ~ 66~o de saturation,  on a obtenu les 
preparat ions les plus riches en enzyme. Ces pr6cipit6s dissous dans de l 'eau sont longuement dialys6s 
puis repr6cipit~s par  1.5 volumes d'ac6tone. 

La phosphat~se prostat ique est pr6pax6e par  autolyse de 24 heures dans ~o part ies d 'une solution 
physiologique (~ o.9~/o). Apr~s filtration, nous fractionnons par  le sulfate &ammonium ~ o °. Le 
sulfate &ammonium A 8O~/o de saturat ion a donn~ le pr~cipit~ le plus actif. Ce pr~cipit~, dissous 
dans de l 'eau, est dialys~ jusqu'~ ~limination du sulfate d 'ammonium.  Nous utilisous ce liquide 
dialys~ et dilu~ de fa~on que 5 ml correspondent ~ o.oo 5 g de r~sidu sec. 

Comme phosphatase acide du role, nous avons utilis~ la m6me pr~paxation que pour la phospha- 
tase alcaline h~patique. 

ActivitY: L phosphatases de la Moutaxde-blanche et du son de Bl~: 
5 ml d 'une solution ~ o.2o~/o r~agissant sur 2o ml de fl-glyc~rophosphate de sodium o.~ 5 M, 

en 24 heures, ~ 37 ° et  PH 5.2 (tampon acide ac~tique-ac~tate de sodium) lib~rent: 9.6 mg de phosphore 
(phosphatase de la Moutaxde-blanche) et 6.o mg (phosphatase du son de Bl~). 

2. phosphatase prostat ique:  5 ml de la pr~paxation prostat ique (o.oo 5 g de r~sidu sec) lib~rent 
7.9 mg de phosphore en I heure, ~ 37 °, de 2o ml de fl-glyc~rophosphate de sodium o.25 M, ~ PH 5.2 
(Tampon acide ac~tique-ac~tate de sodium). 

~) Phosphatases d~ type I I [  (acides, PH opt imum 4.o) la takadiastase en poudre de la t r i n e  
PARK]E-DAvIS. 

ActivitY: zo ml d'une solution k Z~/o lib~rent 5.o mg de phosphore de 5 ml de ~-glyc~rophos- 
phate de sodium o.zo Men =4 heures, ~ 37 = et ~ PH 4 .o (Tampon acide ac~tique-ac~tate de sodium). 

En dehors de ces enzymes, nous avons r~alis~ un certain nombre d'essals avec des preparations 
phosphatasiques brutes (simples autolysats d'organes, comme phosphatases du type I, pr~cipit~s 
ac~toniques des extraits aqueux des gralnes eomme phosphatases du type II). Les r~sultats ~tant les 
m~mes, nous ne rapporterons ici que ceux obtenus avec les pr~paxations ~nonc~es ci-dessus. 

Mesu~e de l' activit~ phosphatasique 

Blous avons utilis6 le protocole habi tuel  suivi dans ee laboratoire x~, x~. L'acide orthophosphorique 
lib6r6 6taft dos* par  la m6thode de CoPAux. 

Action des r~acti]s des groupements amines 

a) Ac~tylation par le c~tkne. Le c6t~ne est un r6aetif assez sp6eifique des groupements 
amines des prot6ines naturelles. Cette r6aetion s'effeetue ~ 1~ 4.5-8.5 et elle est tr~s 
rapidO! I1 r6agit aussi avee les hydroxyles ph6noliques, mais eette derni~re r6aetion 
est relativement lente x~, x~. La seule exception eonnue est eelle de l'hormone laetog~ne 
dont les hydroxyles ph~noliques sont, dans eertaines conditions, ac6tyl~s plus rapide- 
ment que les groupements NH~, xn. Mais, m~me clans eet exemple, les groupements 
amines sont totalement bloqu6s apr~s une ae6tylation de 6o minutes. Le e6t~ne r6agit 
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aussi avec les groupements thiols ~7, ~s; il ne r6agit pas avec les hydroxyles aliphatiques, 
les groupements guanidiques 19 et les noyaux imidazole 2°. 

Nous avons traits par le cdt~ne quatre de nos p%parations phosphatasiques; celle 
du rein (type I), de la Moutarde-blanche, du son de Bid et de la prostate (type II). 

Les ac6tylations ont  6t6 effectu6es A o ° et A PH 5.5, pour les phosphatases acides et 8.0 pour la 
phosphatase alcaline. Nous avons pris:  30o ml d 'une solution A 0.20 ~o dans un tampon acide ac6tique- 
ac6tate de sodium I M A PH 5.5 pour les phosphatases  de la Moutarde-blanche et du son de B16; 
3oo ml d 'un  m61ange ~. volumes 6gaux de la pr6paration prostat ique avec le tampon acide ac&ique- 
ac6tate de sodium I N A PH 5-5 pour  la phosphatase de la prostate  et 3oo ml d 'une solution A lO% 
dans un  tampon d i&hylbarb i tu ra te  de sodium o.I:O M "~ PH 8.o pour la phosphatase r~nale. 

Le c6t~ne &air  produi t  dans un  g6n&ateur  identique A celui de HERRIOTT 21.. lXYOUS avons fair 
passer un  courant  rapide de c&~ne pendan t  une heure. Le PH de nos solutions enzymatiques 6tai t  
a t t en t ivement  suivi pendan t  la dur6e de l 'ac&ylat ion A l'61ectrode de verre, et maintenu constant  
par  affusion de soude normale. Nous avons pr61ev6 des ~chantillons identiques de chaque solution 
ac6tyl6e au bout  de 5, io, 15, 2o, 3 o, 45 et  6o minutes.  Ces &hant i l lons  ont  6t~ amends au PH opt imum 
de chaque phosphatase et  leur activit6 phosphatasique a 6t6 d6termin6e. Des 6chantillons identiques 
ont  6t6 soumis A une dialyse, pendan t  une nuit.  Les r6sultats 6talent  les mSmes dans les deux cas. 
Des t6moins ont  6t6 dialys6s dans les m~mes conditions, sans t ra i t ement  par  le c6t~ne. Les r6sultats 
obtenus figurent sur le Tableau I. 

TABLEAU I 

ACTION DU C]~TI~NE SUR DIVERSES PHOSPHATASES 

(Les chiffres repr6sentent les activit6s relatives: mg de phosphore lib6r6s sous forme d'acide ortho- 
phosphorique apr~s l'action du c6t~ne/mg lib6r6s dans l'essai t6moin. Ce rapport est multipli6 par ioo) 

Origine de l 'enzyme 

Rein (alcaline) 

Prostate  (acide) 

Moutarde-blanche (acide) 

Son de B16 (acide) 

PH de 
l 'ac&ylat ion 

8.0 

5-5 

5.5 

5.5 

88.8 

IOO.O 

IOO,O 

Dur6e de l 'action du c6t~ne (en minutes) 

- - I ° t  I5 '  45' ~- 60' 

83.3 

IOO.O 

IOO.O 

77-7 

97.7 

93.1 

2 o - - 0 ~ - -  3 ° '  

o O 

69.4 38.8 

95.4 86.3 

- -  79.3 

o O 

5.5 2.7 

81.8 72.2 

72.4 68.9 

O n  v o i t  q u e  l a  p h o s p h a t a s e  a l c a l i n e  d u  r e i n  e s t  t o t a l e m e n t  i n a c t i v &  a p r ~ s  u n  t r a i t e -  

m e n t  de  c i n q  m i n u t e s  p a r  le cdt~ne .  L es  p h o s p h a t a s e s  a c i d e s  des  g r a i n e s  c o n s e r v e n t  l e u r  

a c t i v i t d  i n i t i a l e  i n t a c t e  a p r ~ s  u n  t r a i t e m e n t  de  30 m i n u t e s .  L a  p h o s p h a t a s e  a c i d e  de  

la  p r o s t a t e  p r d s e n t e  u n e  c h u t e  d ' a c t i v i t 6  a p p r & i a b l e  a p r ~ s  15 m i n u t e s  d ' a c d t y l a t i o n  

e t  el le  e s t  c o m p l ~ t e m e n t  i n a c t i v &  a u  b o u t  de  45 m i n u t e s .  

L a  ldg~re i n h i b i t i o n  o b s e r v d e  s u r  les  p h o s p h a t a s e s  des  g r a i n e s  a p r ~ s  45 m i n u t e s  

de  t r a i t e m e n t  p e u t  c o r r e s p o n d r e  k u n  d d b u t  de  b l o c a g e  des  h y d r o x y l e s  p h 6 n o l i q u e s .  Ces 

g r o u p e m e n t s  d ' a i l l e u r s  p a r a i s s e n t  & r e  e s s e n t i e l s  k l ' a c t i v i t d  p h o s p h a t a s i q u e ,  a c ide  e t  

a l c a l i n e  ~. Mais  ce t r a v a i l  p o r t a n t  p l u s  s p d c i a l e m e n t  s u r  les  g r o u p e m e n t s  a m i n d s ,  n o u s  

* Les ac6tylations ont  6t~ faites aux LABORATOIRES DE CHIMIE BACT]~RIENNE et DE CHIMIE 
BIOLOGIQUE DE L'INSTITUT PASTEUR. lXlOUS remercions MM. P. GRABAR , BOORLAND ~T J .  TABONE 
qui  ont  mis ~ notre dispositions les appareils et  le mat6riel n6cessaire et  nous ont  conseill6 et aid6 
pendan t  ce travail .  
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n ' avons  pas  prolong6 l ' ac t ion  du  c6t~ne au-delk  d 'une  heure  pour  avo i r  un  blocage p lus  
comple t  des h y d r o x y l e s  ph6noliques.  

b) D£samination par l'acide nitreux. L 'ac ide  n i t r e ux  est  f r6quemment  employ6 
comme r6act i f  des fonct ions  amines  p r imai res  des prot~ines  qui  p e u v e n t  subi r  sans  
d6na tu ra t ion  Ull PH de 4.0-5.0.  Les condi t ions  habi tue l les  de son u t i l i sa t ion  son t :  o °, 
PH 4.0-5 -° e t  NOgNa I M dans  le milieu.  Dans  ces condi t ions  l ' ac ide  n i t r eux  d~samine 
les prot6ines  sans p rovoquer  une d6na tu ra t ion  de la  mol6cule pro t6 ique  z2. I1 r~agit  
aussi  avec  des corps  k fonct ion ph6nol  p a r  une  sorte de r6act ion de d i azo ta t ion  du  noyan ,  
mais  la  d6samina t ion  est  beancoup  p lus  rapide ,  e t  c ' e s t  k elle qu ' e s t  d ' h a b i t u d e  a t t r ibu6e  
l ' i nac t iva t ion  r ap ide  d ' une  prot6ine  phys io log iquement  ac t ive  p e n d a n t  l ' a c t ion  de l ' ac ide  
n i t r eux  ~3. 

L ' ac ide  n i t r eux  r6agi t  encore comme o x y d a n t  sur  les g roupemen t s  thiols.  Cet te  
r6act ion dev ien t  r6versible  sous l ' influence des agents  r6ducteurs  24. 

Nous avons employ6 l'acide nitreux avec routes les pr6parations phosphatasiques ~num6r6es 
plus haut. Une pattie de chaque solution enzymatique a 6t6 m61ang6e avec un volume 6gal de tampon 
acide ac6tique-ac6tate de sodium ~. PH 4 .o et ~ ce m61ange nous ajoutons un volume 6gal de NOINa 
2 M. Une autre pattie de la solution enzymatique utilis6e comme t6moin et, pour permettre de voir 
aussi l'inactivation par les ions hydrog~ne pouvant ~tre associ6e A61'action de l'acide nitreux, a ~t6 
trait6e de la m~me fagon, mais avec de l'eau distill6e au lieu de nitrite de sodium. L'ol~ration a eu 
lieu A o °. Des *chantillons convenables ont 6t6 pr~levSs ~ des intervalles pr6cis (voir Tableau II), 
amends au PH optimum de chaque enzyme, ~ l'aide de HONa z N, dialysSs pendant la nuit, et leur 
activit6 fur mesur6e le lendemain. Les r6sultats figurent sur le Tableau II.  

TABLEAU II 

ACTION DE L'ACIDE NITREUX SUR LES PHOSPHATASES ACIDES ET ALCALINES 

(Les activit6s relatives sont calcul6es comme darts le Tableau I) 

Origine de l'enzyme 

T6moins* 

Rein 
(alcaline) Essais* 

Foie 
(alcaline) 

Foie 
(acide) 

Activit6 relative 

T6moins* 

Essais* 

Activit6 relative 

T6moins* 

Essais* 

Activit4 relative 

1.30 O.'IO O.IO 

1 9 . 8 0  1 . 5 0  

I4.26 I4.26 I4.26 

Dur6e de contact 

5.o5 

3.3 

O. IO 

4.58 

O. IO 
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24 h 

0 . 2 2  

inf. 

O 

3.3 

O. IO 
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T A B L E A U  II  (continu6) 

~ 5 '  Dur6e de contact 
Origine de l 'enzyme - - - - 3 0 5  [ 60'  2h 3 ~ - - - ~ h  5 h . . . . .  i 8 h  2 5 i ; -  

T6rnoins* 7 .2 4.58 3.3 2.3 1.7 0.5o 

Prostate I 
(acide) Essais* 4.8 3.o 1. 3 o.9o o.6o inf. 

Activit6 relative 66.6 65.4 39.3 39.o 35.2 o 

T6moins*  9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 

Moutarde- 
blanche Essais* 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 9.6 6.1o 5.2 
(acide) 

Activit6 relative ioo.o  ioo.o ioo.o  ioo.o  63.5 54.1 

Son de 
B16 
(acide) 

I O O . O  I O O . O  I O O . O  

5.7 5 .0 

5.7 5 .0 

Activit6 relative ,IOO.O i o o . ; L o o . o  ~ 

* m g  de P lib6r6s sous forme de PO4H s. 

T6moins*  4 .o 3.5 - -  2.6 - -  1.7 

Essais* 4 .o 3.3 - -  2.2 - -  o.2 - -  

- -  84.6 - -  I I .  7 - -  94.2 

Les phosphatases alcalines du rein et du foie et la phosphatase acide du foie furent 
rapidement inactiv4es, presque totalement apr~s 5 minutes de traitement. La phospha- 
tase prostatique a 6t6 inactiv6e partiellement d6s le d6but et totalement apr6s 24 heures. 

Les phosphatases acides v6g6tales n'ont pr6sent6 une chute d'activit6 qu'apr~s un 
traitement de 18 heures. La r4action de diazotation peut 4tre responsable de cette lente 
inactivation. 

Notons aussi la sensibilit6 de la phosphatase prostatique et de la phosphatase du 
son de B16 au PH assez acide de la r6action. 

Sur le comportement de la phosphatase de la takadiastase envers l'acide nitreux, 
nous n'avons pas pu avoir de renseignements, parce que la d6samination a lieu au PH 
optimum de l'enzyme et nous ne pouvons pas arr4ter l'action de l'acide nitreux au 
moment voulu. D'aiUeurs la phosphatase de la takadiastase traversait les membranes 
cellulosiques de nos dialyseurs rendant impossible ce mode d'61imination de l'exc~s 
de nitrite de sodium. Nous obtenons alors toujours une inactivation presque totale 
(87. 5 %), tr~s difficile ~ interpr6ter. 

c) Action de l'ald~hyde ]ormique. Les r6actions de l'ald6hyde formique avec les 
prot6ines sont nombreuses et complexes. I1 r6agit avec presque tous les groupements 
libres de la mol6cule prot6ique (fonctions amines, groupements thiols, guanidiques, 
indole, amide, il r6agit aussi comme agent r6ducteur et quelquefois comme agent oxy- 
dant). Avec les groupements amin6s la r6action a lieu ~t la tempfrature du laboratoire 
et ~ PH plus alcalin que 6.0. Cette r6action est une r6action d'6quilibre et peut devenir 
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r6versible par  dilution, dialyse contre un t ampon  k PH 3. ° OU en pr6sence de dim~don 
bloquant  le formald6hyde. Les rSactions avec les autres groupements  (guanidique, indole 
et amide) se produisent  apr~s un temps de contact  prolong6 ~ la neutrali t6 ou plus 
rapidement  mais en solution alcaline 25, 2e. Ces combinaisons sont  plus stables que  
ceUes obtenues avec les groupements  aminSs. Le formaldShyde est en outre susceptible 
de former des r~actions de condensation interne ("crosslinking") avec deux groupements  
diffSrents d 'une  molScule prot~ique, en formant  entre eux un pont  m~thylSnique 9v. Ces 
produits  sont  tr~s stables, sur tout  si la dur6e du contact  de la prot6ine avec le rSactif 
est suffisamment longue. Des groupements  NH~ substituSs par  l 'act ion de l 'aldShyde 
formique peuvent  se combiner avec les groupements  amide, indole, imidazole, phenol 
et autres. De cette fagon, des groupements  qui ne se combinent  pas avec l 'aldShyde 
formique par  eux-m6mes peuvent  6tre impliqu6s par  l ' intermSdiaire de ces rSactions 23, 22 

A des concentrat ions SlevSes ou apr~s un temps de contact  prolongS, l 'a ld6hyde 
formique exerce une action d6naturante  sur les protSines. 

A cause de ces rSactions multiples l ' interprStation des changements  observ6s sur 
l 'activit6 et les autres propri6tSs des prot~ines naturelles apr~s l 'act ion de l 'aldShyde 
formique devient alors extr~mement  difficile. 

Pour  6tudier l 'act ion de l 'aldShyde formique sur nos pr6parat ions phosphatasiques,  
nous avons adopts  la m6thode suivante:  

Des ~chantillons des solutions enzymatiques ont 6t6 mis en contact pendant I heure g la tem- 
p6rature du laboratoire avec deux quantit6s diff6rentes d'une solution d'ald6hyde formique A lO% 
crSant une concentration de I% et de 3% (o.33 et i M) en ald6hyde formique dans le milieu, ~ la 
neutralit6 (sans addition de tampon) et ik PH 8.o (tampon v6ronal sodique). 

La solution d'ald6hyde formique 6tait pr6par6e par d6polym6risation du trioxym6thyl~ne et 
titrSe par mercurim6trie selon la m6thode de BOUGAULT XT GROS Is. 

Des t6moins 6taient trait6s de la m~me fagon sans addition d'ald6hyde formique. 
Apr~s une heure, les 6chantillons amen6s au Pl-I optimum de chaque phosphatase (~ l'aide de 

l'acide ac~tique i N ou HO Na I N) et dilu~s ont 6t6 soumis t~ une dialyse pendant la nuit. Leur 
activit6 phosphatasique fur d6termin~e le lendemain. 

TABLEAU II I  
A C T I O N  Dt~ L ~ A L D ~ H Y D E  F O R M I Q U 1 ~  S U R  L E S  P H O S P H A T A S E S  A C I D E S  E T  A L C A L I N ] g S  

(I heure de contact ~ la neutralit6) 
(Les chiffres expriment les activit~s relatives calcuMes comme dans le Tableau I) 

Concentration en 
aldehyde formique 

(g p. lOO) 

I.O 

5.O 

Origine de l'enzyme 

Rein Foie Foie Prostate Moutarde 
(alcaline) (acide) blanche 

I I II  II  I I  
L 

I4.2 44.o 55.o IOO.O I 90'7 
I i 
I 

12.o io.o 80.0 I 69.0 O 

I 

I 
Son de [ Taka- 

B16 I diastase 
I I  I I I  

I  oool 
I  0.o ! ,o.o 

Le Tableau I I I  montre  qu 'k  une concentrat ion de I ~/o en ald6hyde formique, seules 
les phosphatases  alcalines, la phosphatase  acide du foie et la takadiastase,  sont inhibSes. 
Mais, une concentrat ion de 3 % en ald6hyde formique provoque,  en m~me temps qu 'une  
inact ivat ion totale des phosphatases  alcalines, une inact ivat ion partielle des phos- 
phatases  acides du type  I I .  

Nous avons cherchS ~ voir si cette inact ivat ion partielle des phosphatases  acides 
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~tait due k un blocage des groupements aminds ou ~ une d(maturation des enzymes par 
l'exc~s du reactif. Dans le premier cas, on pourrait  retrouver l 'activit6 perdue en dialy- 
sant ~ pa  acide. Nous avons effectu6 des dialyses de longue durde des phosphatases 
acides trait6es par l 'ald6hyde formique (Moutarde-blanche et son de B16), ,5 pt~ 3.o et 
5.0, mais, dans aucun cas, nous n 'avons pu r~eupdrer l 'activita initiale de ees enzymes. 

D'autre  part ,  la r~action de l 'ald6hyde formique avec les groupements amin6s est 
consid6r6e comme instantanfe,  tandis que la d(maturation est augment6e par la durde 
de contact. Nous avons effectu~ des essais d 'action de l 'ald6hyde formique sur nos 
phosphatases acides en fonction du temps, en ajoutant  le substrat, le tampon, etc., 
imm64iatement apr~s l 'addition de l 'ald6hyde formique ou en prolongeant le temps 
d' incubation jusqu'5 18 et 24 heures. Les r6sultats sont contenus dans le Tableau IV. 

T A B L E A U  IV 

K C T I O N  D E  L ' A L D # ; H Y D E  F O R M I Q U E  S U R  L E S  P H O S P H A T A S E S  A C I D E S  D E  l . : t  M O U T A R I ) E - B L A N C I I E  b;T 

D E  L A  P R O S T A T E  E N  F O N C T I O N  D U  T E M P S  

' C o n c e n t r a t i o n  cn Dur6e  dr1 c o n t a c t  (en heures)  
Or ig ine  de l ' e n z y m e  akldhvde~ f o r m i q u c  °/0 I 4 " 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  i, 

~ 72.2 60.0 , 6_,.S M o u t a r d e - b l a n c h e  3 i i i,o.~ 

....................................... I .............. : 1 
P r o s t a t e  3 1 oo.o ,So.o 66.6 

On volt que, dans le cas de la phosphatase de la Moutarde-blanche, bien qu'il y 
ait une augmentat ion de l'inhibition avec le temps, la grosse chute d'activit6 est in- 
stantan6e. Dans le cas de la phosphatase prostatique, au contraire, qui est insensible 

ract ion immediate d'une concentration de 3 % en ald6hyde formique, on observe une 
inactivation de 20% apr~s une heure, qui augmente jusqu'k 45%. aprb.s 18 heures 
d ' incubation; cette inactivation peut 8tre attribube St une d~naturation de l 'enzyme. 
II est possible dans les deux cas qu'il s'agisse du blocage de groupements autres que les 

groupements amin~s. 
La phosphatase de la takadiastase est inactiv~e jusqn'~t 5o% par une concentration 

de 1% en aldfhyde formique et cette inactivation n'est pas augment6e par  une concen- 
tration plus 61ev6e du r6actif. Ce sont les seules donn6es que nous avons pu obtenir sur 
l 'action des r6aetifs des fonctions amines sur les phosphatases du type I I I .  

d) Action de l'isocyanate de phdnyle. L'isocyanate de ph6nyle rbagit avec les groupe- 
ments aminfs  des prot6ines naturelles en formant des dbxivfs phbnylurNdiques k PvI 
autour de 8.0 et k 0 °29. Pourtant ,  ce r6actif est loin d'fitle consid6r6 eomme un r6actif 
sp6cifique des groupements amines. I1 existe une certaine 6vidence qu'il agit aussi, darts 
les m6mes conditions avec les hydroxyles ph6noliques 3°' 23, 3t, mais cette r6action n'est 
pas encore 61ucid6e, par suite de rimperfection des techniques analytiques. I1 r6agit 
aussi avec les groupements thiols ~7 et guanidiques 31, 2'~ 

Un facteur qui influence beaucoup la r~action de l ' isocyanate de ph6nyle avec les 
groupements N H ,  des protfines est la quantitd de r6actif ajout6: l 'on consid~re 29, s, 
que r isocyanate de ph6nyle bloque tons les groupements amings primaires des prot~ines 
quand il est ajout6 ~ une quantit~ 6gale k la moiti~ de la quantit6 de la prot6ine, c'est- 't- 
dire quand le rapport  quantit(~ de prot6ine/quantit6 de r6actif est de 2/I.  
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En  concentrat ions 61ev6es (surtout quand  ce rappor t  est sup&ieur ~t i /5 ) l ' i socyanste  
de ph~nyle provoque des alterations plus profondes de la molecule prot~ique. 

Nous avons d6termin6 l'influenee de ce r~actif sur toutes nos pr6parations phosphatasiques: 
Diff6rentes quantit~s de solutions diastasiques ont 6t~ m61ang~es, ~t 0% avec un volume ~gal de tampon 

PH 8.0 (tampon di&hylbarbiturate de sodium et tampon carbonate de sodium-acetate de sodium; 
les r6sult~ts &aient les m~mes dans les deux cas) et de diff6rentes quantit6s d'une solution d'iso- 
cyanate de ph~nyle A 2 % darts l'ac~tone pure, de fa~on h crier des rapports prot~ine diastasique]iso- 
cyanate de ph6nyle correspondant ~ 2/i, i]i, i/2 et 1/8. Les solutions &aient agit6es fr6quemment. 
Des t6moins &aient soumis au m~me traitement, sans addition d'isocyanate. 

Apr~s une heure de contact, ~ 0% le pr&ipit6 de diph~nylur~e form6 &ait 61imin6 par centri- 
fugation; nous avons pr~lev6 des 6chantillons convenables des liquides surnageant limpides. Ces 
6ch,mtillons ont 6t6 amen6s au PH optimum de chaque phosphatase et leur activit6 phosphatasique 
a 6t~ d&ermin6e. Les r6sultats obtenus figurent dans le Tableau V. 

TABLEAU V 
ACTION DE L'ISOCYAN'ATE DE PHI~NYLE SUR LI~S PHOSPHATASttS ACIEII~S 

ET ALCALINES 

(Contact I heure - -  k o ° et b. PH 8.0) 
(Activit6s relatives calcul6es comme dans le Tableau I) 

----~-:i Rapport enz 1me]isocyanate 
Origine de l'enzyrne ...... ' 

I I ' I  I ' 2  1 : 8  

Foie (alcaline) 52 3 

I 

Foie (acide) I 27.7 
I i 

Prostate (acide) ioo.o 

(acide) J 42.8 Moutarde-blanche 
/ 

Son de BI~ (acide) / 78.7 
/ 
I 

I __  

-7000 
42.8 

43.7 25 .0 

- -  23.8 

74.2 

O 

5.5 
7. 

97.4 

42.8 25.0 

46.9 

On volt que l'isocya~uate de ph~nyle agit sur toutes les preparat ions (saul sur la 
phosphatase  prostatique) acides et alcalines, mais avec des modalit~s d 'act ion diff& 
rentes. La  phosphatase  de la Moutarde-blanche est plus sensible aux faibles doses d'iso- 
c y ~ a t e  que les phosphatases alcalhles. La phosphatase  acide du foie est plus facilement 
inactiv6e que la phosphatase  alcaline du m~me organ e et cette derni~re est plus sensible 
que la phosphatase  r~nale (nous avions observ~ le contraire avec l 'ald~hyde formique). 

Pour  les phosphatases du type  I I I ,  nous n 'avons  pas pu avoir de r ense i~ements ,  
la t a k a d i a s t ~ e  ~tant d~truite ~ PH 8.o. 

Afin de pr~ciser la nature  de l 'action de l ' isocyanate de ph~nyle sur les phosphatases  
acides, nous avons soumis une de nos phosphatases acides, la phosphatase  de la Moutarde- 
blanche, au m~me t ra i tement  par  l ' isocyanate de ph6nyle, mais ~ PH 5.2, cette fois, les 
groupements  amines 6 t ~ t  pr6sum~s ne r~agir avec ce r6actif qu 'en  milieu alcalin. 

Le Tableau VI  montre  l 'act ion comparat ive  de l ' isocyanate de ph~nyle sur la 
p h o ~ h a t a s e  de la Moutarde-blanche ~ pH 5.2 et 8.o. Nous voyons  que l ' inactivation 
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provoqu6e par de fortes doses de r6actif (rapport supfrieur £ 1/2) peut 6tre attribude 
~t une action non sp6cifique de l'isocyanate de ph6nyle. Mais la nature de l'inactivation 
partielle provoqu6e par de faibles doses de ce rdactif ~t PH 8.o reste encore it pr6ciser. 

T A B L E A U  V I  

ACTION DE L ' ISOCYANATE DE PH~N"ZLE SUR LA PHOS* 
PHATASE DE LA MOUTARDE-BLANCHE ~ D I F F ~ R E N T S  P H  

( C o n t a c t  i h e u r e  - -  o °) 

PH de  la  R a p p o r t  e n z y m e / i s o c y a n a t e  

r 6 a c t i o n  2 : t I r : i  ] r : 2 I : 8 

5.2 IOO.O i o o . o  37.8 27. 5 

8 o 42 8 42 8 42 8 25.0 1 

DISCUSSION 

En comparant l'action des quatre r6actifs sur les ph0sphatases, on voit que toutes 
les phosphatases 6tudi4es ne se comportent pas de la m~me fa~on. 

Le fait qui pr6domine, c'est une diff6rence Irappante entre le comportement des 
phosphatases acides (dn type II) et le comportement des phosphatases alcalines envers 
tons ces r6actifs, (~t l'exception de la phosphatase acide du foie dont nous exarninerons 
le cas plus loin). 

(Pour les phosphatases acides du type III,  les seules donn6es que nous poss6dons, 
sont l'inactivation partielle par l'ald6hyde formique qui les diff6rencie des autres types) 
(Tableau IV). 

Pour les phospllatases alcalines, qui sont totalement inactiv6es par tousles r6actifs, 
nous pouvons affirmer avec GOULD 4 et ROCHE ET A B u L - F A D L  9, lo  que les groupements 
amin6s paraissent 6tre indispensables k leur activit6. 

Le cas des phosphatase acides est plus complexe. Les phosphatases des gaines  se 
sont r6v616es insensibles ~t l'action du c6t6ne et de l'acide nitreux, n convient de remar- 
quer que ces deux r6actifs sont les plus sp6cifiques des groupements amin6s paxmi les 
quatre r6actifs employ6s. L'ald6hyde formique h de faibles concentrations est 6galement 
sans influence. Par contre, les phosphatases des graines sont partiellement inactiv6es 
par un exc~s d'ald6hyde formique et par l'isocyanate de ph6nyle. 

La phosphatase prostatique est inactiv6e par le c4tbne et par l'acide nitreux; elle 
Pest cependant beaucoup plus lentement que les phosphatases alcalines. Par ailleurs, 
cette m4me phosphatase est moins sensible que les phosphatases des graines "t l'action 
de l'ald6hyde formique et de l'isocyanate de ph6nyle. 

Pour interpr6ter ces faits, deux hypoth6ses peuvent 8tre envisag6es. La premi6re 
est que les groupements amin6s ne sont pas n6cessaires ~t l'activit6 des phosphatases 
acides. L'inactivation partielle, provoqu6e par l'exc6s de l'ald6hyde formique, peut 
6tre attribu6e au blocage d'autres fonctions, h des r6actions de condensation interne 
("cross-linking") ou, en tenant compte du gros exc~s du r6actif et de la non r6versibilit6 
de la r6action, ~ une d6naturation des enzymes. Examinons maintenant le cas de l'iso- 
cyanate de ph6nyle: sa sp6oificit6 (comme r6actif des groupements NH2) reste diseut6e, 
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son action peut porter sur d'autres groupements (hydr0xyles ph6noliques, groupements 
guazfidiques, groupements imin~s des noyaux indole ou imidazole). Il peut aussi agir 
d'une fa~on indirecte: en introduisant des chatnes volumineuses clans la molecule diasta- 
sique, pendant sa r6action avec les groupements NH 2, il peut influencer d~favorablement 
l'activit~ d'un groupement "essentiel" adjacent, mais non r~agissant avec ce r~actif 23, 
par une sorte d'emp~chement st~rique. D'ailleurs, d'autres prot6ines actives, comme 
l'insuline et le virus de la mosaique du tabac, pour lesquelles les groupements NH 2 ne 
constituent pas des groupements essentiels, sont inactiv~es partiellement par l'ald~hyde 
formique et l'isocyanate de ph~nyle 8°, 38, 31, 84, 85. La seconde hypoth~se est qu'il y a 
une difference de "r~activit~" entre les fonctions amines des phosphatases acides et celles 
des phosphatases alcalines. I1 a ~,t~ observ6 dans certaines prot~ines que les groupements 
amines ne r~agissaient pas tous avec les r~actifs employ~s 3e, 37. Des recherches tr~s 
r~centes ~ ont montr~ l'existence dans les prot~ines de cliff,rents types de groupements 
amines avcc des propri~t~s chimiques distinctes. En plus, la r~activit~ d'un m~me groupe- 
ment: des groupements e-NH,, de la lysine, d~pend de l'~tat de la prot~ine (c'est-k-dire, si 
elle est intacte ou d6natur~e) et du r~actif utilis6 ~, 39. Ces fonctions n'ont pas toujours la 
m~me possibilit~ de r6agir, peut-~tre parce qu'elles participent, dans la molecule pro- 
t~ique, ~ des liaisons labiles 4°. I1 est bien possible que les groupements amines des phos- 
phatases acides soient d'un type different de ceux des phosphatases alcalines ou qu'ils 
poss~dent une "r~activit6" moindre envers certains r~actifs. 

Nos renseignements, sont pour le moment, insuifisants pour opter entre ces deux 
hypotheses. I1 est n~cessaire qu'on puisse soumettre ces r~sultats au contr61e analytique: 
suivre, par exemple, le blocage des groupements NH~ et des autres fonctions susceptibles 
d'etre bloqu~es pendant l'action d'un r~actif, parall~lement k la variation de l'activit6 
phosphatasique. Mais pour cela, il faut poss~der des enzymes purs et des techniques 
analytiques ad~quates. 

Ce travail ne fait qu'ajouter de nouveaux arguments permettant de distinguer les 
enzymes acides v~g6taux et la phosphatase de la prostate des phosphatases animales 
alcalines. 

Nos recherches ont ~galement mis en ~vidence les fairs suivants: 
L Dans le m~me type de phosphatases il existe, h c6t~ des analogies d'ensemble, 

des differences particuli~res: 
a) Difference de comportement des diverses phosphatases du m~me type envers 

les r~actifs des fonctions amines (plus petites que les differences qui s~parent les deux 
types). C'est ainsi que la phosphatase r~nale et la phosphatase h~patique se comportent 
diff6remment avec l'ad6hyde formique et l'isocyanate de ph~nyle. 

La phosphatase prostatique et les phosphatases v~g~tales pr~sentent certaines 
differences de comportement envers tous les r~actifs employ~s (Tableaux I-V). Des 
differences analogues ont ~t~ signal~es aussi par GOULD 4 et ROCHE ET ABUL-FADL ~, lo 
entre la phosphatase intestinale et la ph0sphatase r~nale. 

i b) La phosphatase prostatique et, ~ un degr6 moindre, la phosphatase du son c~e 
Bl~; sont plus sensibles ~ l'action d~n~turante des ions hydrog~ne que la phosphatase de 
la Moutarde-blanche (Tableau II). 

D'autres effecteurs aussi, ont montr~ des differences existant au sein d'un m~me 
type de phosphatases: COU~TOIS ~T BOSSARD ~z ont observ~ une irr~gularit~ de com- 
portement des diverses phosphatases du type II, envers les sulfocyanates. Toutes ces 
diff6rences d~rivent probablement de la diversit~ des apoenzymes prot~iques. 
Bibliographi~ p. 595- 
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2. L a  p h o s p h a t a s e  ac ide  d u  foie m o n t r e  u n  c o m p o r t e m e n t  i d e n t i q u e  h ce lu i  de  

l ' e n z y m e  a l c a l i n  d u  m ~ m e  o r g a n e ,  ( sauf  a v e c  l ' i s o c y a n a t e  de  p h 6 n y l e  q u i  l ' i n h i b e  p l u s  

f o r t e m e n t ) .  Ce f a i t  n o u s  i n c i t e  k p e n s e r  h l ' e x i s t e n c e  pos s ib l e  d ' u n  c o n s t i t u a n t  c o m m u n  

p o u r  les  p h o s p h a t a s e s  a p p a r t e n a n t  h des  t y p e s  d i f f6 ren t s ,  m a i s  a y a n t  la m ~ m e  or ig ine .  

3. L a  l e n t e  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d u  cd t~ne  e t  de  l ' a c ide  n i t r e u x  su r  les p h o s p h a t a s e s  

ac ides  a p p o r t e  u n  a r g u m e n t  n o n  n 6 g l i g e a b l e  h l ' a p p u i  de  l ' h y p o t h 6 s e  °', 4 q u e  les h y d r o -  

xy l e s  p h ~ n o l i q u e s  s o n t  i n d i s p e n s a b l e s  h l ' a c t i v i t 6  p h o s p h a t a s i q u e ,  a c ide  e t  a l ca l ine .  

N o u s  d 6 s i r o n s  r e m e r c i e r  MM. les  P r o f e s s e u r s  P.  FLEURY et  J .  COURTOIS p o u r  

l ' i n t 6 r ~ t  q u ' i l s  o n t  p o r t 6  k ~aos r e c h e r c h e s .  

R~:SUMI~ 

L'act ion des quatre  r~actifs des fonctions amines (cdt~ne, acide nitreux, alddhyde fornfique et  
isocyanate de ph~nyle) a 6t6 6tudi6e sur diffdrentes phosphomonoest6rases acides et  alcalines (phos- 
phatases alcalines du rein et  du foie de Boeuf, phosphatases acides des graines de la Moutarde-blanche, 
du son de B16, de la prostate  humaine et du foie du Bo~uf et  la phosphatase acide du type I I I  de la 
takadiastase).  Les phosphatases alcalines (et la phosphatase acide h~patique) ont  6t~ to ta lement  
inactiv4qs par  tous ces r~aetifs. Les phosphatases acides n '~taient  que tr~s lentement  inhibdes par  le 
c6t~ne et l 'acide ni treux et part iel lement  inactiv~es par  un exc~s d 'ald6hyde formique ou d ' isocyanate 
de ph~nyle. 

Ces diffdrences entre ces deux types  &enzymes peuvent  ~tre at tr ibudes ~ ce que les groupements 
amin6s ne sont pas indispensables ~ l 'activit6 des phosphatases acides. On pourrai t  aussi envisager 
une "r$act ivi t6"  diff6rente de ces fonctions chez les phosphatases acides. L '~ta t  actuel de nos con- 
naissances ne permet  pas de choisir entre ces deux hypotheses. 

Ce t ravai l  met  aussi en ~vidence des diffdrences moindres exis tant  parmi les phosphatases du 
m~me type. 

SUMMARY 

The action of four reagents of the amino-groups (ketene, nitrous acid, formaldehyde and phenyl  
isocyanate) has been studied upon different acid and alkaline phosphomonoesterases (alkaline 
phosphatases of beef liver and kidney, acid phosphatases of white mustard seeds, wheatbran,  human  
pros ta te  and beef liver and  the  acid phosphatase of type I I I  of takadiastase).  The alcaline phos- 
phatases (and the  liver acid phosphatase) were completely inact ivated by  all these reagents. The 
acid phosphatases were only very slowly inhibi ted by ketene and nitrous acid and partial ly inact ivated 
by  an excess of formaldehyde or by  phenyl  isocyanate. 

These differences between the  two types of enzymes may be a t t r ibuted  to the  fact t ha t  the 
amino-groups are not  indispensable for the  act ivi ty  of acid phosphatases or to the  different "reac- 
t iv i ty"  of these groups in acid phosphatases. The present s tate  of our knowledge does not  permit  
us to decide in favour of the one or the  other  hypothesis. 

This work also shows smaller differences which are to be found in phosphatases of the same type. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurde die Wirkung yon 4 Reagentien der Aminogruppen (Keten, salpetrige S~ure, Formal- 
dehyd und Phenylisocyanat) auf verschiedene saure und alkalische Phosphomonoesterasen unter-  
sucht  (alkalische Phosphatasen der Niere und Ochsenleber, saure Phosphata~sen der Samenk6rner  
des weissen Senfs, der Weizenkleie, der  menschlichen Pros ta ta  und der Ochsenleber, sowie die saure 
Phosphatase des Typus I I I  aus Takadiasta~e). 

Die alkalischen Phosphatasen (sowie die saure Leberphosphatase) wurden durch alle diese 
Reagentien vollstAndig inaktiviert .  Die sauren Phosphata~en wurden durch Keten und salpetrige 
S£ure nur  sehr langsam geschw~cht, und durch einen ~berschuss  an Formaldehyd oder Phenyliso- 
cyanat  teilweise inaktiviert .  

Diese Unterschiede zwischen den beiden Enzymtypen  k~nnen davon herrfihren, dass die 
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A m i n o g r u p p e n  fiir die W i r k u n g  der  s au ren  P h o s p h a t a s e n  n i ch t  u n e n t b e h r l i c h  sind.  Man  k 6 n n t e  abe r  
a u c h  eine un te r sch ied l i che  R e a k t i v i t ~ t  dieser G r u p p e n  bei  den  s a u r e n  P h o s p h a t a s e n  ins Auge  fassen.  
I m  gegenwi~rtigen Z u s t a n d  unse re r  K e n n t n i s s e  k a n n  zwischen d iesen  be iden  H y p o t h e s e n  keine  W a h l  
getroffen werden.  

I n  dieser Arbe i t  s ind  a u c h  geringfi igigere Untersch iede ,  welche zwischen  P h o s p h a t a s e n  des  
gleichen T y p u s  bes tehen ,  zu Tage  ge t re ten .  
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