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SUR QUELQUES PROPRIETES DES PHOSPHATASES DE FEUILLES
par

JEAN COURTOIS er MADJID KHORSAND
Laboratoire de Chimie Biologique, Faculté de Pharmacie, Paris (France)

Les phosphatases des végétaux supérieurs ont été bien moins fréquemment étudiées
que les phosphatases animales. Les recherches les concernant ont porté presque exclusi-
vement sur les enzymes des graines. Les travaux sur les enzymes des feuilles sont peu
nombreux? 2 3, 4, 5, 8,7,

Le Tableau I indique qu’il existe d’assez nettes différences entre les activités des

TABLEAU I
ACTIVITES PHOSPHATASIQUES DE DIVERSES FEUILLES FRAICHES
Suspension de pulpe de feuilles fraiches 4 109, : 10 ml (ou 10 ml du filtrat sur papier de la suspension)

sont opposés 4 20 ml de glycérophosphate M /25 de pH 5.2 (24.8 mg de P estérifi§) — 5 ml de tampon
acide acétique — soude M1 de py 5.2 et de I'eau distillée q s p. 50 ml, hydrolyse 4 37°.

, Mg de P libérés (sous forme de PO,H,)
Origine de la feuille Durée(;i: .lol:lgl)rolyse
] suspension filtrat de la suspension
Marronnier d'Inde 1 2.7 0.54
4 6.8 1.4
8 9.7 2.3
Lierre 1 20.5 19.6
Laurier-cerise 1.5 1.9 0.87
8 8.7 0.87
Lilas 1 1.52 0.76
4 5.6 1.52
8 7-4 2.4
Parthenocinus I 1.85 0.1
quinguefolia 4 4.9 0.76
8 8.0 1.42
Belladone X 10.9 6.54
4 17.9 12.2
8 21.3 16.13
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suspensions de feuilles de diverses espéces, ces écarts ne sont pas ici attribuables 4 des
degrés divers de développement car pour les deux feuilles les plus actives: celles de Lierre
ont été récoltées au milieu de I'hiver et celles de Belladone au printemps en début de

végétation.

Les écarts sont encore plus nets pour les fractions extractibles par ’eau: la majeure
partie des phosphatases de Lierre et Belladone est a I'état de lyoenzyme tandis que pour
les autres feuilles la plus grande part semble étre 4 I’état de desmoenzyme. Il existe de
multiples exemples de cas ol I'autolyse d’un tissu s’accompagne d’une solubilisation des
desmoenzymes en lyoenzymes. Les feuilles fraiches soigneusement lavées et essuyées sont
pulpées; 400 ml de suspension aqueuse & 25% sont placées 4 'étuve a 37° en présence de
40 ml de toluéne et 40 ml d’acétate d’éthyle. Aprés une durée variable de séjour, nous
prélevons une partie aliquote du mélange, filtrons et déterminons & pu 5.2 I'activité
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Fig. 1. Libération des phosphatases par autolyse
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phosphatasique de 10 ml du filtrat
(hydrolyse de 8 jours & 37° avec
20 ml de glycérophosphate M/25).

Dans la Fig. 1, nous avons
réuni les résultats obtenus avec
trois espéces de feuilles. Les trois
courbes présentent une certaine
analogie: tout se passe comme si
le lyoenzyme était inactivé pro-
gressivement par séjour a I'étuve,
cette inactivation est particuliére-
ment manifeste au cours de la
premiére journée. Par la suite il
se produirait une transformation
du desmoenzyme en lyoenzyme,
d’oli une augmentation de Placti-
vité de la fraction soluble entre
les deuxiéme et douziéme jour
environ. A partir de ce moment,
on observe la lente inactivation
exponentielle de la phosphatase
solubilisée.

Quel que soit le processus, I'autolyse n’a pas fourni de préparations solubles plus

actives que la fraction initialement soluble.

Influence de la réaction du miliew sur Dhydrolyse phosphatasique

Nous avons déterminé l’activité en fonction du pa de phosphatases de feuilles dont
Ienzyme est en grande partie extractible par I’eau, et d’autres ou il est au contraire
presque exclusivement sous forme de desmoenzyme. Les diverses courbes obtenues sont
assez semblables, aussi nous n’en reproduirons que trois dans la Fig. 2: suspensions des
feuilles de Laurier-Cerise et Lierre et enzyme obtenu 4 partir des feuilles de Belladone
par extraction aqueuse et précipitation acétonique. Les courbes obtenues présentent
deux optima, 'un trés net et trés saillant entre pu 4.7 4 5.2 selon I'origine des enzymes,
Pautre plus ou moins net selon les cas vers pu 4.0-4.3. Ce second optimum est particu-
lierement manifeste avec ’enzyme de Belladone en présence d’ion magnésium ou la
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suspension de Lierre pour une durée d’hydrolyse de 24 heures. Il convient cependant
de signaler qu’avec les feuilles de Marronnier nous n’avons observé qu’un seul optimum
assez saillant vers pu 5.2.
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Les courbes permettent de supposer que les feuilles contiennent au moins deux
phosphatases isodynames distinctes: la premiére du type IT de la classification proposée
pour les phosphatases® de pu optimum voisin de 5.0; lautre 4 optimum vers 4.0-4.2
qui se rapprocherait ainsi de la phosphatase III.

$’il a été possible de déceler réguliérement des phosphatases II dans les divers
organes des végétaux supérieurs!> 2> 8 ? une phosphatase du type III n’y a été que trés
rarement mise en évidencel® 11,

En vue de rechercher s’il existait deux systémes phosphatasiques distincts dans les
feuilles, nous avons étudié I’action de divers effecteurs chimiques sur les phosphatases
de feuilles, nous avons réalisé nos essais au voisinage du pm optimum de chacune des
deux phosphatases éventuelles.

Action des effecteurs chimiques

Nous avons utilisé les composés chimiques ayant manifesté une action activatrice ou
inhibitrice nette et relativement spécifique sur les phosphatases des divers types. Comme
source de phosphatase nous avons eu recours i I'un des enzymes de feuilles les plus
aisément extractible par I’eau: la préparation obtenue par extraction aqueuse et précipi-
tation acétonique & partir des feuilles de Lierre. D’autre part, nous avons étudié une
desmophosphatase, celle de Marronnier. Les feuilles soigneusement nettoyées sont dessé-
chées & I’étuve a 37° puis dans le vide sulfurique, la poudre obtenue est extraite 2 fois
de suite par 10 parties d’eau distillée; le résidu est lavé 4 I’acétone puis desséché dans
le vide. La poudre ainsi obtenue ne céde pratiquement plus de phosphatase soluble par
agitation avec de I'eau distillée.

Nous avons réuni dans les Tableaux II et III les résultats obtenus avec les divers
effecteurs.
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TABLEAU III
ACTION DE DIVERS EFFECTEURS SUR LA DESMOPHOSPHATASE DU MARRONNIER

Les chiffres du Tableau représentent les activités relatives calculées comme au Tableau II. En
I'abscence d’effecteur la phosphatase hydrolyse 15% du substrat & pyg 4.0 et 26% & pH 5.2

ox de | Concentration mo- Nature de 'effecteur
reaq: | léculaire de 'effec- acide .| 1-alanine
Vessal | ‘cur dans le milien | SO,Mg | SO.Zn | SOMn | SO.Fe | A alique | 212060 | “50 30
21073 129 |, 117 117 58 38 88 129
4.0 4-1078 158 129 123 35 82 82 147
2-10~2 194 111 141 23 47 70 164
230738 120 60 86 40 113 113 100
5.2 4-1073 133 50 83 23 106 106 113
2-107% 153 33 73 16 93 93 123

Un premier examen permet d’en dégager deux faits caractéristiques:

1. La lyophosphatase du Lierre et la desmophosphatase du Marronnier réagissent
d’une fagon identique & I'action des divers effecteurs.

2. Certains effecteurs paraissent influencer indépendamment deux systémes phos-
phatasiques distincts. Nous allons examiner d’une fagon plus détaillée ce dernier point.

En premier lieu, certains effecteurs inhibent également ’hydrolyse aussi bien vers
PH 4.0 que vers pH 5.0. C’est en particulier le cas du fluorure de sodium (Tableau IV) qui,
4 notre connaissance, est un inhibiteur général de toutes les phosphatases réagissant
en milieu acide??; il en est de méme pour P’acide molybdique, inhibiteur de toutes les
phosphatases acides étudiées® 14. Le sulfate ferreux exerce egalement une nette inhibi-
tion aux divers pu étudiés.

TABLEAU IV
ACTION DU FLUORURE ET DU MOLYBDATE SUR LES PHOSPHATES DE FEUILLES

Les chiffres du Tableau représentent les activités relatives calculées comme au Tableau II

Origine de ’enzyme Marronnier Lierre
Nature de 'effecteur FNa FNa MoOH,

Concentration moléculaire

de I'effecteur dans le milien 1-107% (2103 |1-7072|1: 1073 | 2: 1073 | 1-1072| 2-10~5 | 4+ 10-5 | 2- 104

4.0 29 5 2 28 7 3 42 28 10
pH de 4.95 : 41 23 17 50 38 23
I’essai 5.2 33 13 3

5.6 53 46 23 53 46 30

Le cyanure de sodium est pratiquement sans action, ce qui semble indiquer que
des métaux lourds tels que le fer ou le cuivre ne sont pas des constituants des phospha-
tases de feuilles. Le sulfocyanate d’ammonium exerce une action trés irrégulidre: acti-
vatrice ou inhibitrice selon I’origine des phosphatases acidesl® 8,

Dans le cas de la phosphatase des feuilles de Lierre, nous n’avons observé qu’une
faible inhibition, peu caractéristique, quelle que soit la réaction du milieu.

Enfin le sulfate de sodium et le chlorure de calcium exercent une légére inhibition
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croissant avec la concentration de I'effecteur et sensiblement indépendante de la réaction
du milieu. L’ion calcium avait activé les phosphatases IIT actives vers pu 4.0 du Soja
et des Amandes!?, par contre il s’était également révélé inhibiteur des phosphatases II
des mémes graines!® ou de celles de Radis?®, tandis qu’il activait la phosphatase II des
graines de Seigle!S.

Si divers effecteurs manifestent une action inhibitrice quel que soit le pu, d’autres
effecteurs exercent une activation aux divers pu étudiés: ce sont les ions Mg*+, Nit+, et
Co**. Dans la Fig. 2, nous avions déji pu constater que les phosphatases des feuilles de
Belladone et Laurier-cerise étaient activées par I'ion magnésium quel que soit le pm.
Cest surtout de pu 4.0 & 5.0 que cette activation est la plus manifeste; nous observons
des faits similaires avec le lyoenzyme du Lierre et le desmoenzyme du Marronnier, ’ac-
tivation est plus importante a pm 4.0-4.I qu’aux alentours de pu 5.0. Dans le cas du
Lierre, I'influence de ’anion associé parait étre assez minime, SO,Mg activant d’une fagon
un peu supérieure a Cl,Mg. Tout se passe donc comme si les feuilles contenaient une phos-
phatase IT moyennement activable et une phosphatase III beaucoup plus fortement
activable. Ces résultats n’ont pas manqué de nous surprendre; en régle générale, les
phosphatases du type II ne sont pas activées par I'ion Mg*™™, mais au contraire faiblement
inhibées. Il n’existe que de rares exceptions 4 cette régle: jus d’Orange!?, enzyme dialysé
du Lycoperdon (Basidiomycétes)l®, graines de Seigle!$, ces trois préparations étant
faiblement activées par les ions Mg**. L’activation magnésienne des phosphatases II
de feuilles bien que peu courante n’est donc pas exceptionnelle. Mais la trés nette activa-
tion de la phosphatase ITI est exceptionnelle. NGUYEN VAN THOAI'? a pu considérer avec
juste raison que “‘U'inhibition par I’ion magnésium constitue le caractére le plus constant
de la phosphatase trés acide”. Cette particuliére sensibilité fut observée sur des phospha-
tases III d’origines les plus diverses: Basidiomycétes, taka-diastase, graines de Soja,
sérum sanguin etc. . .. Il n’existe, 4 notre connaissance, qu'une exception: la phospha-
tase III de I’émulsine d’Amandel®. Ainsi la nette activation magnésienne des phospha-
tases II et III des feuilles différencie clairement ces enzymes de presque toutes les phos-
phatases du méme type; cependant elle les rapproche nettement des phosphatases alca-
lines I fortement activées par les sels de magnésium. D’autres caractéres permettent
encore de rapprocher les phosphatases de feunilles des phosphatases I actives en milieu
alcalin: Pactivation par les ions Ni*+* et Co**. Ces deux ions sont aprés I'ion Mg*+ parmi
les activateurs les plus énergiques des phosphatases I 20, I convient de remarquer que
pour la phosphatase des feuilles de Lierre I’activation par les ions Mg*+, Nit* et Cot*
est beaucoup plus manifeste sur la phosphatase III que sur I’enzyme II associé. Cette
légere différence va s’accentuer considérablement avec d’autres ions bivalents; tandis
que Mn** et Zn** inhibent la phosphatase II de pu 4.9 4 5.6; ils activent par contre
nettement la phosphatase III 4 pu 4.0. Cette derniére présente donc une nouvelle ana-
logie avec les phosphatases alcalines fortement activées par ces deux ions!?. L’inhibition
par le zinc des phosphatases II de feuilles apparait par contre étre un caractére général
des enzymes de ce type, urine?, graines de Radis et Seigle!s.

Un seul des effecteurs active la phosphatase II et inhibe la phosphatase III: I'anion
oxalique. L’acide oxalique active la phosphatase II du Seigle!® mais inhibe celles de
Lactaire!®, Moutarde??, Radis'®.

Nous signalerons enfin que I'alanine n’a que peu d’action sur la phosphatase II de
Marronnier mais inhibe ’enzyme du type III. L’alanine restreint I’action activatrice
de Mg** sur les phosphatases du Marronnier, différence avec les phosphatases alcalines®.
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DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS

Pour ne pas surcharger cet exposé, nous n’y avons pas fait figurer les résultats obte-
nus par action de divers effecteurs soit sur la fraction lyophosphatasique des feuilles de
Belladone, soit sur le desmoenzyme des mémes feuilles. Ces effecteurs ont influencé les
hydrolyses dans le méme sens que pour les enzymes de Lierre et Marronnier. Il en
résulte donc que les phosphatases de feuilles étudiées présentent une nette homogénéité
de comportement vis a vis des effecteurs: les lyoenzymes et desmoenzymes ayant des
caractéres identiques. Nous pouvons donc considérer que les feuilles étudiées renferment
deux systémes phosphatasiques distincts:

a. Une phosphatase de type IT 4 pu optimum vers 5.0-5.2 — qui, a ’exception d’une
faible activation par 'ion Mg*+, semble réagir vis a vis des effecteurs comme les autres
phosphatases du méme type.

b. Une deuxiéme phosphatase qui par son pu optimum vers 4.0—4.2 se rapproche
des enzymes du type III. Cet enzyme semble posséder des caractéres assez particuliers:
il est inhibé par les inhibiteurs généraux des phosphatases acides: fluorures, molybdates,
qui sont pratiquement sans action sur les phosphatases alcalines.

La phosphatase III de feuilles est de plus nettement activée par un certain nombre
d’ions bivalents: Mg**, Zn*+, Mn**, Nitt, Co**. Ces ions sont également activateurs des
phosphatases alcalines I mais n’avaient jamais été signalés comme favorisant Paction de
phosphatases acides. Cette phosphatase III de feuilles est, & notre connaissance, la seule
phosphatase acide décrite jusqu’ici aussi sensible a I’activation par les ions bivalents.

Nous remercions le Professeur P. FLEURY pour I'intérét qu’il a porté a ces recherches.

RESUME

Les feuilles paraissent renfermer deux systémes phosphatasiques distincts, plus ou moins
complétement extractibles par I’eau selon ’origine de la feuille.

1. Une phosphatase I1, de pg optimum 5.0-5.2; cet enzyme réagit vis A vis des effecteurs comme
les autres phosphatases du méme type, 4 l'exception des ions Mg*t, Nit* et Co** qui l'activent
nettement.

2. Une phosphatase III i py optimum voisin de 4.0. Cet enzyme est inhibé par certains effecteurs
des phosphatases acides: fluorure, molybdate; mais il différe nettement des autres phosphatases
acides III déja décrites par le fait qu’il est trés nettement activé par certains ions bivalents, égale-
ment activateurs des phosphatases alcalines I: Mg**, Zn*¥, Mn**, Nitt, Co*t,

SUMMARY

Leaves seem to contain two distinct phosphatase systems, more or less completely extractible
by water according to the origin of the leaves:

1. A phosphatase II, of pg optimum 5.0-5.2; various agents influence this enzyme in the same
manner as they do other phosphatases of the same type, with the exception®of Mg*+, Nit* and Co**
ions which markedly activate it.

2. A phosphatase III of py optimum at about 4.0; this enzyme is inhibited by certain agents
influencing of acid phosphatases: fluoride, molybdate, but it is quite different from the other phos-
phatases III already known, on account its of very marked activation by certain bivalent ions which
are also activators of the alkaline phosphatases I: Mg**, Zn*+, Mn**, Nit*, Cott,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Blatter scheinen zwei verschiedene Phosphatase-Systeme zu enthalten, welche je nach
Ursprung der Blidtter mehr oder weniger vollstindig durch Wasser extrahiert werden kdnnen.
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Eine Phosphatase II (pg-Optimum 5.0-5.2); viele Reagenzien beeinflussen diese Phosphatase
ebenso wie andere gleichartige Phosphatasen, mit Ausnahme der Ionen Mg*+, Nit* und Co*™ die sie
deutlich aktivieren.

Eine Phosphatase III (pg-Optimum 4.0); dieses Enzym wird durch verschiedene Agentien
gehemmt, die auf saure Phosphatasen wirken, wie Fluorid und Molybdat, aber es unterscheidet sich
deutlich von den anderen bereits beschriebenen sauren Phosphatasen III, da es sehr deutlich durch
gewisse zweiwertige Tonen, wie Mg**, Zn**, Mn**, Nit¥, Co™™, aktiviert wird, die auch Aktivatoren

der alkalischen Phosphatasen I sind.
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