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De nombreux tissus animaux renferment une phosphatase alcaline (phosphomono- 
estGrase) de PH optimum voisin de 9.5 et dont la sensibilit6 h certains effecteurs pr~sente 
des caxact~res propres ~ chaque organe. Pour CLOETENS 1, les diffGrences observGes ~ cet 
6gard seraient liGes au mGlange en proportions diverses de deux phosphatases. BODANSKY *, 
BELFANTI, CONTARDI ET ERCOLI 3, ROCHE, DE LAROMIGUII~RE ET LAURENS 4 envisagent 
au contraire l'existence d'enzymes particuliers k chaque type cellulaire. Les faits sur 
lesquels on s'est bas6 pour distinguer ceux-ci sont d'interprGtation incertaine, sauf en 
ce qui concerne la phosphatase de la muqueuse intestinale, plus faiblement inhib~e 
que celle des autres organes par les acides biliaires *, les oxalates alcalins 4, l'aldGhyde 
formique 5. La sensibilit~ des phosphatases aux effecteurs est en effet fonction, dans une 
tr~s large mesure, de leur degr6 de purification et ses variations quantitatives d'une 
prGparation ~ l 'autre ne permettraient de diffGrencier avec certitude ces enzymes qu'k 
condition d'etre importantes, et tel n'est pas toujours le cas. 

Nous nous sommes proposGs de dGmontrer l'identit~ ou la diversit6 des phosphatases 
alcalines en 6tudiant leur affinit6 pour un m~me substrat. La dGtermination de la con- 
stante d'affinit6 des enzymes intestinal, mammaire, osseux et rGnal a fait l 'objet de 
t ravaux 6-n dont les rGsultats ne peuvent 6tre coordonnGs. Ils ont en effet 6t6 obtenus 
selon des modalitGs particuli~res k chaque auteur et la valeur de K M est fonction des 
conditions dans lesquelles elle a 6t5 6tablie. Le premier but de nos recherches a 6t6 de 
mesurer l'affinit6 des phosphatases alcalines du foie, de la muqueuse intestinale, des os, 
du rein, pour un substrat daas des expGriences comparatives, afin de mettre en 6vidence 
leur identit6 ou leur diversitG. 

Ayant dGmontr6 qu'il existe des phosphatases alcalines spGcifiques de chaque 
organe, nous avons cherch6 k tirer parti  de cette notion pour ~tudier l'origine de l'en- 
zyme prGsent dans le sGrum sanguin. L'activit6 phosphatasique de celui-ci est susceptible 
d'augmenter tr~s fortement au cours d'Gtats pathologiques osseux (maladie de PAGET, 
mStastases osseuses de cancers) ou hGpatiques (ict~res par r~tention) et l 'on admet 
que ce phGnom~ne, dont la clinique a mis ~ profit l'Gtude, est dfi au passage dans le 
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sang d'enzymes cellulaires. Toutefois, il n'a pas encore 6t6 possible de d6finir la part qui 
revient b. un organe d4termin6 dans la phosphatas6mie et l'on en a 6t6 r6duit dans 
ce domaine h enregistrer des coincidences. Les phosphatases des divers organes ayant 
6t6 au prdalable caract6ris~es par des constantes d'affmit~ diff6rentes, le second but de 
notre travail a 6t6 de d6terminer celle des enzymes de s6rums humains normaux ou 
hyperphosphatas6miques. Les r6sultats obtenus devaient, a priori, permettre de pr~ciser, 
d'une part, si les premiers renferment ou non un m61ange de phosphatases, et d'autre 
part, si l'on peut ou non rapporter tt un tissu, diff6rent selon les 6tats pathologiques, 
l'exc~s d'enzymes pr6sent dans les seconds. 

PARTIE EXP~ RIMENTALE 

Materiel d'~tude et Techniques. Des p h o s p h a t a s e s  a lcal ines  de  foie (Boeuf, Chien) de m u q u e u s e  
in tes t ina le  (Chien), d 'os  (foetus A t e rme  ou pros du t e rme  d ' H o m m e  et  de Mouton) ,  de rein (Boeuf, 
Chien) on t  4t4 ex t ra i t e s  des  o rganes  broy4s,  pa r  au to lyse  de 2 4 heures  en  presence  de 3 A 5 v o l u m e s  
d ' e au  addi t ionn~e  de 2 o 0  d 'ac4 tone  et  de 1o% d ' u n  m41ange A par t i es  4gales de to luene  e t  d ' a c4 t a t e  
d '6 thyle .  Les  ex t r a i t s  on t  ensu i t e  4t4 pr4cipit4s pa r  l ' ac4tone A 6 o % .  Les  p rodu i t s  ob tenus ,  mis  en  
solut ion dans  I 'eau, p r4sen t en t  une  affinit4 pour  le f l -g lyc4rophosphate  de s o d i u m  r i g o u r e u s e m e n t  
i den t ique  A celle des p r6para t ions  purifi4es pa r  p lus ieurs  pr6cip i ta t ions  ac4toniques .  De m~me,  le 
f r a c t i o n n e m e n t  en t re  des concen t r a t i ons  de 3 8 A 5 o %  d 'ac~tone  et  la conse rva t ion  p e n d a n t  p lus ieurs  
s ema ines  ~. o ° n ' o n t  exerc6 a u c u n e  inf luence A cct  4gard.  Ce dern ier  fa i t  m o n t r e  que  nos  p r4para t ions  
~ ta ien t  p lus  s tab les  que  celles de l ' enzyme  r4nal  4tudi4 pa r  H. ~T E.  ALBERS TM, la p h o s p h a t a s e  purifi4e 
selon les ind ica t ions  de ces a u t e u r s  s ' i n a c t i v a n t  s p o n t a n 4 m e n t  en que lques  semaines ,  m~me  si elle 
es t  conserv~e sous  vide. Ceci 4 tan t ,  nous  a v o n s  employ6  dans  la p l u p a r t  de  nos  essais  des  e n z y m e s  
n ' a y a n t  sub i  q u ' u n e  pr4c ip i ta t ion  ac~tonique.  Q u a n t  a u x  s4rums,  ils p r o v e n a i e n t  d ' h o m m e s  b. j eun  
e t  on t  ~t6 4tudi4s  q u a t r e  heu res  env i ron  apr~s leur pr41~vement.  Le f l -g lyc4rophosphate  de s o d i u m  
pur ,  que  nous  remerc ions  M. O. BAILEY d ' avo i r  mis  ~t no t re  d ispos i t ion  en q u a n t i t 4  impor t an t e ,  a 
servi  de s u b s t r a t  d a n s  t ou t e s  nos  exp4riences,  poursu iv ies  ~ Pit  = 9.7 ( +  o.I) e t  A 37 ° (4- o.*)". 

L ' 4 t u d e  de l 'affinit4 d ' u n  e n z y m e  pour  un  s u b s t r a t  repose su r  la mesu re  de l ' ac t iv i t6  du p remie r  
su r  le second b. d iverses  concen t r a t i ons  en celui-ci. Nous  l ' avons  pour su iv ie  dans  des  condi t ions  se 
p r 6 t a n t  b. une  compa ra i son  r igoureuse  des  r6sul ta ts .  T o u s l e s  r4actifs ,  pr4par~s b. l ' eau bidistilMe, 
o n t  4t4 r a m e n 4 s  ~t PH = 9.7 et  de t r4quen t s  contr61es, h l '41ectrode de verre,  du PH des  m61anges 
r4act ionncls  on t  4t4 op4r4s. L a  compos i t ion  des essais,  d ' u n  v o l u m e  to ta l  de io ml,  4 ta i t  la su ivan t e :  
solut ion e n z y m a t i q u e  ou s6rum,  de o.2 b. i .o ml ;  solut ion t a m p o n  de M~cr~Attms au  v4ronal  sod ique  
(PH = 9.8) 4.o ml ;  su l t a t e  de m a g n 4 s i u m  0.oo 4 M; /~ g lyc4 rophospha te  de s o d i u m  o . i - o . o o o  5 M. 
L a  dur4e de l ' hydro lvse  a 4t4 choisie  de mani6re  ~ ce que  le d 4 d o u b l e m e n t  du s u b s t r a t  ne por te  pa s  
sur  p lus  de , 0 %  de la q u a n t i t 4  d ' e s t e r  raise en oeuvre; elle a var i4 selon les cas  de 3 ° m i n u t e s  ~. 3 
heures .  Le dosage  des  p h o s p h a t e s  m i n 4 r a u x  lib4r4s a 4t4 op4r~ pa r  la m 4 t h o d e  de BRIGGs--RomsoN. 
dans  des prises  d 'essa i  d o n t  la d i lu t ion  pr4alable (cas des tor tes  concen t r a t i ons  en subs t r a t )  a v a i t  
41imin4 t ou t e  possi 'Alit6 d ' e r r eu r  due  b, un  cxc~s d 'cs ter .  

L'expression la plus objective de l'affinit6 d 'un enzyme pour un substrat  est la 
constante d'affinit6 KM, inverse de la constante de dissociation mol6culaire de la com- 
binaison enzyme-substrat  ou constante de MICHA~LIS K m .  Le but de nos exp6riences 
~tait de d~terminer K,. pour calculer K~ -- I/K.,.  Dans le cas des phosphatases de 
divers organes, nous avons dispos6 de pr6parations tr6s actives (Qe = 2000 ~ 8ooo), 
que nous avons dilu6 afin de poursuivre les essais de d6termination de K., selon la 
m~thode de MICHM~LXS ET I~]'ENTEN TM, dont l 'application aux phosphatases a 6t6 d6ve- 
lopp~e par COURTOIS 8. Nous avons 6tabli pour cela des courbes de vitesse d'hydrolyse 
du substrat  Sen  fonction de -- log[  S], en prenant comme indice de la vitesse de la r~action 
la quantit6 de phosphates min6raux lib6r6e dans les conditions de l'exp6rience (vitesse 
initiale). Lorsque la rdaction est catalys6e par un enzyme unique, ces courbes affectent 
la forme d'une lettre S majuscule; elles sont alors sym4triques par rapport  ~ un point 
d'inflexion correspondant ~ la moiti6 de la vitesse maxima pour [S] = K.~. La valeur 

° La  va leur  de PH ~-~ 9.2 a 6t4 indiqu4e pa r  erreur  dans  une  no te  pr~l iminaire  (C. R. So:. Biol., 
~4 z (~9a8) 9~7). 
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de  l a  c o n s t a n t e  de  MICHA~LIS a dtd e n  o u t r e  d d t e r m i n d e  s e lon  v o u  EULER ET LAURIN i* 

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

de  v i t e s s e  in i t i a l e )  e n  f o n c t i o n  de  I S ] ;  K ~  c o r r e s p o n d  a l o r s  ~ la  c o n c e n t r a t i o n  e n  e s t e r  
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Fig. L Hydrolyse du ~-~,l~zcdrophosphate de sodium par  la phosphatase alcaline du foie (Chien) 
aeissant  h diverses concentrations moldculaires en subs t ra t  IS], ~t PH ---- 9.7 et  ~t 37 ° (conditions 
expdrimentales indiqudes dans le texte) I. Abscisses : IS], ordonndes : 7 P mindral libdrds. I I. Abscisses: 

-log IS], ordonndes: 7 P mindral libdrds. 

laquelle Ia vitesse de la r~action est dgale ~ la rnoitid de la vitesse maxima. Les deux 
modes de ddterrnination de K m ont dt~ ernployds sirnultan~rnent da_us le cas des phos- 
phatases des organes. Ils ont donnd des r~sultats concordants, ~t de tr~s rninirnes dcarts 
pros, et un exernple des documents expdrirnentaux obtenus est reproduit sur la Fig. I. 

II n'a did possible de ddterminer K= que sur les courbes d'activitd en fonction de 
IS] darts le cas des sdrurns. En effet, cornrne le rnontre rexarnen de la Fig. 2, ces courbes 
se preterit k pareille opdration, tandis qu'il n'en est p~ de rnn~rne de celles traduisant la 
vitesse de rhydrolyse en fonction de --log IS]. Ces demi~res ne pr~sentent pas de point 
d'inflexion, pour des raisons que nous discuterons plus bas. Aussi avons-nous estirnd 
que la valeur de la "constante de MICHA~LIS Kin" dtablie da_us ces conditions nc per- 
rnettait pas de d~finir celle de la constante d'a~nit~ K s, rnais seulernent d'obtenir 
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Fig. 2. Hydrolyse du /~-glycdrophosphate de sodium par  la phosphatase alcaline du s~rum humain 
(No. z 7, mdtastases osseuses d 'un  cancer du sein, 2z unit6s BODANSKY) agissant ~ diverses concen- 
trat ions moldculaires en subst ra t  IS], pendan t  3 heures ~ PH = 9.7 et  ~ 37 ° (conditions exp~rimentales 
indiqudes dans le texte). I. Abscisses: IS], ordonndes: F P mindral libdr~s. II .  Abscisses: log IS], 

F P mindral libdrds. 
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une valeur apparente de celle-ci, que nous d6signons sous le nom d'indice d'affinit6 
IM(I M = I/KM). Celui-ci est le tdmoin de l'affinit6 globale du syst~me enzymatique,  quel 
que suit le nombre de ses constituants. Sa d6termination exige celle de la vitesse maxima 
de l 'hydrolyse ou, ce qui revient au m~me, celle de l 'activit~ maxima A de l 'enzyme 
s6rique lorsqu'il est saturd par le substrat.  L 'examen de la courbe I de la Fig. 2 montre  
que cette op6ration est facile ~t r6aliser par la m6thode graphique, comme dans le cas 
des phosphatases d'organe (courbe I, Fig. I). 

R~sultats exp~rimentaux 

Les valeurs de KM calactdrisant la phosphatase alcaline de chaque organe se sont 
montrdes identiques (4- 5%) dans toutes les exp6riences poursuivies sur un enzyme 
provenant  d'un m6me tissu, quelle que suit l 'oligine animale de celui-ci. I1 n 'y  a donc 
lieu de rapporter  ici que des moyennes communes aux esp~ces animales dtudides. Toute- 
fois, dans le cas particuliet des us, nous n 'avons retenu clue les r~sultats obtenus sur 
l 'enzyme d 'embtyons  ~ teime ou pros du terme celui d'oxganismes moins d~velopp~s 
ne paraissant pas identique. Les valeurs moyennes de KM ont dt6 rassembl6es dans le 
Tableau I. 

TABLEAU I 
VALEURS MOYENNES DES CONSTANTES D'AFFINIT]~ K M POUR LE; ~-GLYCI~ROPHOSPHATE DE SODIUM 

DES PHOSPHATASES ALCALINES DE DIVERS ORGANES ~k P H  = 9 . 4  ET ~ 3 7  ° 

Organe 

Foie (Boeuf, Chien) 
Muqueuse intestinale (Chien) 
Us (Homme, Mouton) 
Rein (Boeuf, Chien) 

Nombre de 
prdparations 

Nombre de 
ddterminations 

de KM 

Valeur moyenne 
de K M 

550 
2 0 0  

86o 
360 

L'indice d'affinit6 I M, correspondant k K M pour l 'enzyme sdrique, a dt6 d~termind 
sur dix-neuf s6rums humains, les uns provenant  de sujets normaux, les autres hyper- 
phosphatasdmiques. Comme ces derniers avaient dt~ prdlev6s chez des sujets atteints 
d'affections h~patiques ou osseuses, on pouvait  esp~rer que les valeurs d ' I  M permet- 
traient de diffdrencier les enzymes du foie et des us chez les uns et les autres et d'dtablir 
l'origine des diverses hyperphosphatas~mies. Les rdsultats obtenus ont 6t6 group6s dans 
le Tableau II ,  oh l'on trouvera les valeurs de l 'activit6 phosphatasique maxima A et 
celles de l'indice d'affinit6 I M des s6rums. Pour des raisons de commoditd, A a ~td 
exprim6 en unit6s arbitrairement choisies, une unit6 6tant dgale ~t 35 ~' de phosphore 
mindral libdr6s en 3 heures d 'hydrolyse par  ml de s6rum. A traduit  l 'activit6 phospha- 
tasique d 'un s6rum avec plus de prdcision que l'expression de celle-ci en unitds BODANSK¥ ; 
cette derni~re est d 'un emploi usuel plus commode, puisqu'elle n'exige qu 'un seul 
dosage, mais elle ne permet pas le calcul d ' I  M. 

mSCUSSlON DES R~SULTATS 

I. Affinit~ pour le substrat et sp~cificit~ d'organe des phosphatases alcalines. L'examen 
du Tableau I ne permet aucun doute sur la diversit6 des phosphatases alcalines du foie, 

Bibliogvaphie p. 284. 



VOL. 5 (195o)  s v g c x r i c i r ~  D'ORGANE DES PHOSPHATASES 2 7 9  

T A B L E A U  I I  

ACTIVIT]~ PHOSPHATASIQUE MAXIMA A ET INDICE D ' A l r F I N I T E  I M POUR LE ~{-GLYCI~ROPHOSPHATE 

DE SODIUM ~ PH ~ 9-4 ET ~ 37 ° DE LA PHOSPHATASE ALCALINE DE S~RUMS HUMAINS NORMAUX 

ET HYPERPHOSPHATAS#.MIQUES 

Etat du sujet 

I .  Sujets normaux ou & phosphatas~mie normale 

1. Mdlitococcie, le 5 .X . i948  
2. Mdlitococcie, le 13 .XI . I948  
3. Hypertension 
4. N ~ p l a s m e  du sein avec mdtast, oss. 

Activitd 
phosphatasique 

maxima A 

3 . 0  

4.4 
3.6 
4.o 

5. Mdlitococcie 
6. Sujet normal 
7. Sujet normal 
8. N~oplasme gastrique 
9. Sujet normal 

II.  lctdres par rdlention 

xo. Rdcidive de ndoplasme gastrique 
x i .  Lithiase du choMdoque 

4.5 
4.7 
5.0 
6.o 

7.4 

13.0 
15.o 

I 2. Mdtastase ganglionnaire de cancer colique 
x 3. Lithiase biliaire, le 3o. IV. I948 
14. Lithiase biliaire, le 5.V.1948 

I I I .  Maladies  osseuses 

I5. Mdtastases multiples de cancer prostatique 
16. Mdtastases osseuses de cancer du sein 
17. Mdtastases osseuses de cancer du sein 
18. Maladie de Paget 
19. Maladie de Paget 

1 9 . o  

15.o 
3 2 .o 

1 6 . o  

2 0 . O  

20.8 
75.0 

IOO.O 

Indice 
d'affinitd 

IN 

16oo 
I OOO 

I OOO 

I OOO 

I IOO 

IOOO 

I OOO 

900 
870 

715 
660 
670 
71o 
590 

840 
625 
55 ° 
520 
58o 

de la muqueuse intestinale, de ros  et du rein. Ces enzymes sont caract6ris6s par des 
affinit~s tr~s diff6rentes pour un m~me substrat et les &arts de KM observ6s sont beau- 
coup plus significatifs que les diff6rences de sensibilit~ des mgmes phosphatases aux 
effecteurs signal&s ant6rieurement 1-5. La sp~ciflcit3 d'organe des phosphatases alcalines 
est manifeste. Comme aucun fait ne permet de penser que leurs groupements actifs 
ne sont pas identiques, il est 16gitime de rapporter la diversit6 de KM ~ celle des apo- 
enzymes  protdiques. 

L'affinit~ de la phosphatase osseuse pour rester pr&ente un int6r& particulier. 
En effet, selon un sch6ma g6n6ral du m&anisme biochimique de rossification 6labor6 
par run de nous '5, la glycogdnolyse phosphorylante permet ~ la fois de drainer vers 
les os les phosphates sanguins et de fournir ~ la phosphatase son substrat physiologique, 
form~ au sein de la substance osseuse. L'affinit6 exceptionnellement 61ev6e de la 
phosphatase des os la rend apte h fixer rester, m~me ~ de tr~s faibles concentra- 
tions des humeurs en celui-ci, et ~ rhydrolyser au fur et ~ mesure de sa formation. 
C'est 1~ un ~tat de choses favorable ~ la production osseuse d'ester de Corn (d~place- 
ment de l'6quilibre donnant naissance k ce corps) et k refficacit6 physiologique de la 
phosphatase. 

On ne saurait, par contre, attribuer de signification pr&ise k la faible valeur de 
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K M de l ' enzyme intestinal, valeur voisine de celle caract6risant les phosphatases acides 
de la p ros ta tO ~, du cerveau ~, ni h celle, relat ivement 61ev6e, propre aux enzymes 
r~nal et h6pat ique ' .  I1 est possible que des phosphatases alcalines dont  l 'activit~ est 
coupl6e ~ celle de processus mdtaboliques de phosphorylat ion,  dont  l '6volution est 
rapide, pr6sentent pour  leurs substrats  une affinit6 beaucoup plus grande que d 'autres,  
dont  la fonction physiologique est plus au tonome (hydrolyse digestive d'esters alimen- 
taires). 

2. Sur l' affinit~ global, d'un rn~lange de phosphatases pour un m~me substrat. Lorsqu 'un  
substrat  est soumis ~ l 'act ion simultan6e de plusieurs enzymes de KM divers, l'affinit6 du 
syst~me doit  n~cessairement pr6senter des caract+res particuliers. Comme on pouvai t  
a priori penser que le s~rum renferme plusieurs phosphatases alcalines, il y avai t  lieu 
d '6tudier  le compor tement  d 'un  m61ange de celles-ci pour  interpr6ter les r~sultats. C'est 
pourquoi  nous avons cherch6 ~t d~terminer l'affinit6 pour  le fl-glyc6rophosphate de sodium 

P~ = 9.7 et ~ 37 ° de pr fpara t ions  renfermant  les enzymes intestinal (KM = 20o) et 
osseux (KM = 86o). On t rouvera  reproduit  sur la Fig. 3 un exemple des r6sultats obtenus 
sur les phosphatases  de ces deux origines et sur leur m~lange. 

f20 
"6 .~ 100 Os 

4O 

100[00 Infestin 

60 / 
40 _ J /  

, I  . . . .  t . .  

!lion i: 
¢o 

20 

• . t  . . . .  

20 201" 

ao 2.o J.o 2.0 to ~ 
-too[s] -Io~ M -tog[s] 

Fig. 3. Hydrolyse du fl-glycdrophosphate de sodium par la phosphatase alcaline des os, par celle de 
la muqueuse intestinale et pax leur m61ange, agissant ~ diverses concentrations mol6culaires en sub- 
strat IS], ~. PH = 9.7 et ~. 27 ° (conditions exl~rimentales indiqu6es dans le texte). Abscisses:--log [S], 

ordonn6es: 1' P min6ral lib~r6s. 

La  courbe de l 'activit6 enzymat ique  en fonction de - log[S]  diff6re sensiblement 
lorsque l 'on op6re en pr6sence d 'une  seule ou de deux phosphatases.  Elle n'affecte pas 
dans le second cas la forme classique d 'un  S dont  les deux branches sont symdtriques 
par  rappor t  ~ un point  d'inflexion d6finissant Km. EUe offre au contraire en son milieu 
une large z6ne sans inflexion, ce qui rend impossible le rep6rage de K . .  La  comparaison 
des Figs 2 et 3 fair ressortir une analogie entre les documents  que l 'on peut  6tablir sur 
un m61ange de deux phosphatases  de K,. diff6rents et sur le s6rum. Aussi l 'existence 
darts celui-ci de plusieurs enzymes devait-elle 6tre consid6r6e comme probable. 

Ces observations sont d6favorables ~ l 'hypoth6se de CLOETENS 1, selon laquelle les 
tissus an imaux  renfermeraient  un m61ange de deux phosphatases alcalines. L 'a rgumen-  
ta t ion  sur laquelle repose la mani~re de voir de cet auteur  est bas6e sur les r~sultats de 
l '6tude de la sensibilit6 de ces enzymes non purifi6s aux effecteurs et nous avons signal6 
les incert i tudes qu'elle comporte.  Or, les vingt-sept  courbes d 'act ivi t6 phosphatasique 

* Les valeurs tr~s 6lev~es obtenues par JAcoBseN s pour la phosphatase du rein de Porc n'ont  
pas ~td retrouv~es au cours de ce travail. Par contre, celle indiqu6e par BODANSKY II pour l'enzyme 
des os de Rat est sensiblement inf~rieure ~ la notre, laquelle doit, pour des raisons indiqu6es plus 
haut, ~tre consid~rde comme propre aux foetus t~ terme. 
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en fonction de --log[S] t~ partir  desquelles a ~t~ ~tabli le Tableau I pr~sentent toutes 
la forme typique en S que l'on obtient en mettant  en oeuvre un enzyme unique. Par  
contre, les m~langes de deux phosphatases conduisent toujours ~ des courbes analogues 

celle reproduite sur la Fig. 3. I1 n 'y a donc pas lieu de retenir la th~orie de CLOETENS. 
3. Activit~ phosphatasique du s~rum et origine des phosphatases alcalines cimulantes. 

La valeur apparente de K M, k savoir celle de l'indice d'affinit~ IM, de la phosphatase 
alcaline n'est pas identique dans tous les  s~mms. Elle est d 'autant  plus ~lev~e que 
l'activit~ phosphatasique du s6rum, A, est plus faible et ses variations en fonction de 
A s'ordonnent r~guli~rement selon une courbe, que reproduit la Fig. 4 (donn~es du 

1500 

fO00 

Tableau II). 

x ' , . - , - - -  lt  J t 

500 

i i i , i  a 

0 20 40 60 80 100 
Acfivlt/ pho,phata*ique maxima A 

Fig. 4. Variations de l'indice d'afl~nitd I M des phosphatases alcalines de sdrums humains pour le 
~-glycdrophosphate de sodium en fonction de l'activit6 phosphatasique maxima A de s6rums n o m a u x  
ou hyperphosphatasdmiques recueillis au cours d'dtats patholo~iques divers (voir Tableau II). 

Abscisses: activit6 phosphatasique maxima A, ordonndes: indice d'af~nitd Iv.  

Cette courbe est, ~ partir  de l'ordonn6e 16oo, asymptote h une verticale d'abscisse 
3 et, ~ partir  de l'abscisse 35, asymptote ~ une horizontale d'ordonn~e 55 o. Un point 
exp6rimental seulemertt sur dix-neuf (No. I5, m6tastase osseuse de cancer) est ab6rrant. 
Il en d~coule que, si l'indice d'affinit6 des s6rums est susceptible de varier dans des 
proportions importantes (de I6OO ~ 55o), il est pratiquement fixe pour tree m~me 
activit6 phosphatasique maxima, queue que soit l'origine de l 'hyperphosphatas6mie. 
Cette fixit6 ne tient pas ~t un ensemble de conditions r6alis6es clans le s~rum, car la 
constante d'affinit6 des phosphatases ajout6es ~ celui-ci ne se modifie pas, m~me apr~s 
incubation d'une heure ~ 37 °. Elle dolt, d~s lots, relever d'une autre explication. 

Nous avons interpr6t6 le fait que l'indice d'affinit6 I M est fortction de l'activit6 
phosphatasique maxima A et admettant  qu'il existe dans le s~rum deux phosphatases 
alcalines; la premiere (x) correspondant ~t une activit6 maxima 3 (ou au dessous) et de 
K M = I6OO (ou au dessus), serait pr6sente b. un taux pratiquement constant et la se- 
conde (2), de KM = 55 o, apparaitrait all cours des hyperphosphatas6mies (sauf dans 
le cas No. 15) en quantit6 variable. Le traitement math6matique des donn6es exp6ri- 
mentales obtenues a permis d'exprirner les variations d'I  M en fonction de A par une 
6quation du second degr6, et cela de la mani~re suivante*. 

* Nous remercions les Professeurs DEPOSSEL et M~RIGOUX (Facultd des Sciences, Marseille) 
d'avoir bien voulu examiner la validitd de l 'dtablissement de cette dquation du point de vue math6- 
matique. 
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Soient V1 la vitesse maxima de l 'enzyme ( I ) ,  V 2 celle de l 'enzyme (2), K1 la constante 
d'affinit~ de l 'enzyme (I), K 2 celle de l 'enzyme (2) et x la valeur de l'indice d'affinit6 Ira. 
Le point de la courbe (Fig. 4) d'abscisse x a pour ordonn6e v = A/2 ou, par d6finition, 
V I + Vz/2. Par  ailleurs, ves t  la somme de v I et v 2, vitesses correspondant, pour chacune 
des deux phosphatases, ,~ la concentration en substrat  I/X. L'6quation de M~CHM~LIS 
ET MENTEN 15 permet  de calculer v 1 et v2: 

x x 
v~ = Vx - -  et v2 = V2 - - ,  d 'oh l 'on tire 

x + K a  x + K 2  

x x 
v = V  1 - -  + V  2 - -  

x + K  x x + K  2" 

x 
Soit y l 'activit6 maxima, y = Vx + V 2 = 2V~ - -  + 2 V 2 - -  

x + K ~  

2X 

V2 kX + Kz] = Vx \ x  + K1] 

I ( x - -  K0  (x + K2) q ,  d 'oh l 'on tire 
y = V 1 I + ( K 2 _  x) (x + K1)_J 

2 (K x - -  K o) x 
y = V1 

( X -  K2) (x + K1)" 

x +  K 2 

Cette 6quation vdrifie la courbe reproduite sur la Fig. 4; l 'hypothSse sur laquelle 
elle repose est donc plausible. I1 en d6coule que le s6rum renferme probablement deux 
phosphatases alcalines, dont l'une, tr~s peu abondante et pr6sente ~t un taux relative- 
ment constant (A = 3 ou moins), est accompagn6e, au cours des hyperphosphatas6mies, 
d'une autre que l 'on rencontre alors ~ des concentrations variables. Kra serait ~gal 
(ou sup~rieur) ~t 16oo pour la premiere et h 55 ° pour la seconde. Aucune des phosphatases 
alcalines 6tudides ne pr~sentant une constante d'affinit6 d6passant 860 dans les condi- 
tions off nous nous sommes placds, il n 'est pas possible de pr6ciser l'origine de l 'enzyme 
existant en quantit6 minime dans les s~rums normaux et pathologiques. Par  contre la 
valeur de 55 ° correspond h la phosphatase h~patique. 

Les r6sultats acquis permettent  de discuter bri~vement la nature des hyperphos- 
phatas6mies. Dr~LORY ET KING is ont admis que celles-ci sont dues ~t une augmentation 
du taux s~rique de l 'enzyme et non ~ une activation de celui-ci, envisag6e par TANN- 
H~.USER, REICHEL, GRATTAN ET MADDOCK 19. La mani~re de voir des premiers doit 
seule ~tre retenue, puisque l'indice d'affinit6 de l 'enzyme varie r~guli~rement en fonc- 
tion de l'activit6, et cela en raison de la pr6sence d'une phosphatase d'affinit6 constante 
pour le substrat.  Par  ailleurs, un seul des dix-neuf s6rums 6tudi6s se comporte comme 
s'il renfermait un exc~s d'une phosphatase de KM = 840, valeur voisine de celle carac- 
t6risant la phosphomonoestb.rase osseuse (K M = 860). Toutes les autres hyperphos- 
phatas6mies paraissent dues 5 la pr6sence d'un exc~s de phosphomonoest6rase alcaline 
de K M identique ~t celui de l 'enzyme h~patique, soit Kra -- 550. On peut donc admettre,  
en premiere approximation, que la plupart des hyperphosphatas6mies sont d'origine 
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h ~ p a t i q u e ,  t a n t  a u  c o u r s  de s  i c t~ res  p a r  r 6 t e n t i o n  q u ' a u  c o u r s  d ' a u t r e s  6 t a t s  p a t h o l o -  

g i q u e s  e n  a p p a r e n c e  s a n s  l i en  d i r e c t  a v e c  de s  t r o u b l e s  d e  f o n c t i o n n e m e n t  d u  foie.  

T o u t e f o i s ,  la  q u e s t i o n  de  la  f o r m a t i o n  d a n s  les  os  d ' u n e  p h o s p h a t a s e  d ' a f f i n i t 6  a n o r m a l e -  

m e n t  f a i b l e  p o u r  s o n  s u b s t r a t  clans la  m a l a d i e  de  PAGET e t  c e r t a i n s  c a n c e r s  m 6 r i t e  

d ' e t r e  posse .  L ' h y p e r p h o s p h a t a s 6 m i e  d u e  k l a  p r 6 s e n c e  d ' u n  e n z y m e  o s s e u x  n o r m a l  

a p p a r a l t  c o m m e  e x c e p t i o n n e l l e ,  ce l le  d ' o r i g i n e  h d p a t i q u e  6 t a n t ,  a u  c o n t r a i r e ,  c o m m u n e .  

Ri~SUM]~ 

i. L'affinitd des phosphatases alcalines (phosphomonoestdrases) de divers tissus animaux pour 
le fl-glycdrophosphate de sodium a dtd dtudide ~t PH = 9.4 et ~t 37 °dans le but de rechercher si elle 
traduit rexistence d'une spdcificitd d'organe de ces enzymes. Dans les conditions adoptdes, la valeur 
de la constante d'affinitd K M est tr~s diffdrente pour les phosphatases du role, de la muqueuse intesti- 
nale, des os, du rein. II en ddcoule que les phosphatases alcalines de ces divers organes ne sont pas 
identiques. 

2. Le sdrum humain renferme (au moins) deux phosphatases, dont une seule paratt augmenter 
au cours des hyperphosphatasdmies. Cclles-ci sont dans presque tousles cas lides ~t la prdsence dans 
le sdrum d'un exc~s de phosphatase hdpatique, celle de la phosphatase osseuse dtant exceptionelle. 
II est possible que certains dtats pathologiques osseux comportent des modifications des caract~res 
de la phosphatase du squelette. 

3. L'hypoth~se de CLOETENS sur la prdsence dans les organes animaux d'un mdlange de deux 
phosphatases dolt ~tre abandonn~e. 

SUMMAr, Y 

I. The affinity of alkaline phosphatases (phosphomonoesterases) of various animal  tissues for 
sodium B-glycerophosphate has been studied at  PH = 9.4 and 37 °, in order to demonstrate  the  ident i ty  
or non-ident i ty  of these enzymes. Under the conditions of the experiments,  the value of the affinity 
constant  K M is very different for the phosphatases of bone, intestine, kidney and liver. Thus the 
phosphatases  of these organs are not  identical. 

2. Human  blood serum contains (at least) two alkaline phosphatases, the level of one alone 
seeming to increase in the hyperphosphatasemias.  Nearly all of these correspond to the presence of 
an excess of liver phosphatase,  an  excess of bone enzyme being exceptional. I t  is possible t ha t  
modifications of the affinity of the last  one are due to certain bone disease. 

3. CLOETEN'S hypothesis on the presence of a mixture of two alkaline phosphatases in animal  
organs must  be left aside. 

ZUSAMMENFASSUNG 

i.  Die Affinit~it alkal/scher Phosphatasen (Phosphormonoesterasen) aus verschiedenen tierischen 
Geweben ffir Nat r ium fl-Glycerophosphat wurde bei PH 9.4 und bei 37 ° untersucht  um eine allflillige 
Organspezifizit~t dieser Enzyme aufzuzeigen. Unter  den eingehaltenen Versuchsbedingungen war 
die Affinit~tskonstante K M ffir Phosphatasen aus Leber0 Darmsehleimhaut ,  Knochen und Niere 
sehr verschieden. Die alkalischen Phosphatasen aus diesen verschiedenen Organen sind also n icht  
identisch. 

2. Das menschliche Serum enth~ilt (mindestens) zwei Phosphatasen,  yon denen nur  eine bei 
Hyperphos~.hatasemie an  Menge zuzunehmen scheint. Fast  alle F~lle yon Hyperphosphatasemie s ind 
auf einen Uberschuss  yon Leberphosphatase im Serum, nur  ausnahmweise auf einen solchen yon  
Knochenphosphatase zur~ckzuf/ihren. M6glicherweise h~ngen gewisse pathologische Zust~nde der  
Knochen mi t  Ver~nderungen der Phosphatase des S~'elettes zusammen. 

3. Die Hypothese yon CLOETENS fiber das Vorkommen eines Gemisches zweier Phosphatasen  
in den tierischen Organen muss aufgegeben werden. 
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