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par 
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Laboratoire de biologie mddicale de l'organisation TNO pour la recherche scientifique appliqude 
it la dl/ense nationale, Ri jswijh (Hollande) 

On sait que les aliest6rases du s6rum se distinguent des cholinest6rases par leur 
insensibilit6 ~ l'6sdrine et par leur facult6 d'hydrolyser le plus rapidement les esters 
(ac6tates et butyrates,  surtout) aliphatiques et ph6noliques. Ce n'est cependant pas 

l'aide de substrats sp6cifiques que l'on peut ddnombrer les est6rases sanguines: 
MOUNTER ET WHITTAKER 19 ont trouv6 que les esters de ph6nyle 6taient hydrolysfs 
par cinq est6rases diff6rentes (y compris les deux eholinestfrases) dans le sang humain. 
A l'aide d'inhibiteurs organo-phosphor6s des cholinestfrases, principalement de 
l 'E6oo ou paraoxon (di6thyl-p-nitroph6nylphosphate), ALDRIDGE 1 a pu distinguer 
deux est6rases, A et B, prfsentes dans le s6rum dans des proportions variables d'une 
esp6ce animale k l 'autre. L'est6rase A, fort peu sensible aux inhibiteurs organo- 
phosphor6s, a la propri6t6 d'hydrolyser un de ceux-ci: le E6oo (ALDRIDGE2). Dans 
le s6rum de lapin, d'apr6s MOUNTER 18, est6rase A et alkylfluorophosphatase, hydro- 
lysant le DFP  (diisopropylfluorophosphonate) et le T E P P  (t6tra6thylpyrophosphate), 
ne seraient qu'un seul et m~me enzyme. Quant k l'est6rase B, elle est d6jk inhib6e 
par des concentrations d'inhibiteurs phosphor6s (E6oo) de l'ordre de Io-SM, et 
n'hydrolyse n i le  E6oo ni les autres compos6s du m6me groupe (ALDRIDGE 1, 2). 

Les observations mentionn6es ci-dessus ont 6t6 faites sur le s6rum, c'est-~-dire 
sur une pr6paration complexe. Les essais de s6paration des est6rases s6riques ont 
6chou6s, jusqu'k prfsent. En fractionnant le s6rum de lapin par la mfthode de 
COHN et coll. s, on retrouve les estfrases dans le pr6cipit6 de globulines; en sulfate 
ammonique, par contre, elles restent dans le liquide surnageant (ALDRIDGE2). Mais 
par ces mfthodes, on ne s6pare nullement les deux est6rases A e t  B. L'61ectrophor6se 
dans un appareil de Tis61ius, effectu6e par MOUNTER 18, n'abouti t  ~ aucune s6paration 
r6elle: routes les fractions pipet6es ont une activit6 estfrasique variable de l 'une 
k l 'autre. 

Par cons6quent, il nous a paru utile de recourir ~un  autre proe6d6 de s6paration : 
l'61ectrophor6se de z6ne, sur papier (FLYNN ET DE MAYO 11) et sur colonne d'amidon 
(FLOD1N ET PORATHI0), qui est aussi une technique pr6parative. 

La m4me technique nous permettai t  d'6tudier en mSme temps la distribution 
du 32p entre les diff6rentes protfines plasmatiques apr6s injection de DF3~P. On 

* Chargd de recherches du Fonds National de la Recherche scientifique (Belgique). Adresse 
actuelle: laboratoire de Pathologie G6n6rale, Universit6 de Li6ge (Belgique). 
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salt, en effet, que cet agent anticholinest6rasique puissant se fixe sur d'autres enzymes 
que la cholinest6rase (MYERS"°; COHEN et coll. ") et sur des prot6ines non enzymatiques 
(JANDORF ET McNAMARAla; HOBBIGER13). La technique d'61ectrophor6se de z6ne 
rend possible l'observation directe de ces faits dont l'existence n'a 6t6 prouv6e, 
jusqu'k pr6sent, que par des proc6dfs indirects. 

TECHNIQUES 

1. Electrophor~se sur colonne d'amidon selon la technique de FLODIN ET PORATH l~}, SOHS tension 
de 600 V. On utilise 2 ml de sdrum. Les diff4rents t ampons  employds ont tous une force ionique 
de o.1 ; le plus employd est le t am pon  vdronal de p H  8.6. Apr6s dlectrophor6se, on 61ue la colonne 
sur un collecteur de fractions (72 fractions de i ml); l'61uant est le t a mpon  lui-m6me. On (lose 
ensuite les prot6ines de chaque fraction selon la mdthode colorim6trique de LOWRY et coll. TM (sur 
o.o2 ml de fraction). Apr6s neutralisation des fractions, on mesure manomdt r iquement  leur 
activit6 estdrasique, en pr61evant un volume de o.o2/~ o.2 ml de chaque fraction. Pour  les ani lnaux 
injectds de DFa2P, on sbche le volume restant  de chaque fraction et on mesure sa radioactivit6 
5_ l'aide d 'un  c o m p t e u r / t  enregistrement  au tomat ique  (Tracerlab). 

2. Eleclrophordse sur papier W h a t m a n  No. i selon la technique de ELYNN ET DE MAYO 1l, 
sous tension de 380 V. La force ionique des t ampons  est de 0.03 ; le plus employ6 est le t ampon  
vdronal de p H  8.6. Aprbs 6lectrophor~se, chaque bande de papier est coupde longitudinalement  
en deux : 

a. sur  une moitid de la bande, sdehde ~ 1 io ~' C pendant  30 rain, on colore les protdines selon 
la technique de DURRUM9; 

b. sur  l 'autre moiti6, non sdchde, on rdv~le les enzymes par la mdthode de GIRt ET PRASAD TM, 
avec quelques modifications apport6es par  C. VAN hER MEER (inddit). A une solution chaude 
d 'agar  ~ i °/o, on ajoute une solution de subs t ra t  et un indicateur dont  la zdne de virage est un 
peu en-dessous du p H  du tampon.  Apr6s refroidissement et gdlification de l'agar, on y d6pose 
les bandes de papier:  ~t l 'endroit o/1 se t rouve l 'enzyme, les produits  acides d 'hydrolyse modifient 
la couleur de l 'indicateur. 

Le subs t ra t  est, selon les cas, l 'aedtylcholine i o - 2 M  pour  rdvdler la cholinest6rase, le D F P  
io 2M pour la fluorophosphatase,  le bu tyra te  ou l 'acdtate de ph6nyle 2. io 22~:[ pour  les est6rases. 

3. Les activitds estdrasiq~*es sont  mesur6es dans l 'appareil de Warburg/~ 37 ° C, selon AStMON ~, 
en solution de Krebs-Ringer  bicarbonatde (o.o25M). Les subs t ra t s  des e s t d r a s e s -  acdtate et 
bu tyra te  d'dthyle, ac6tate et bu tyra te  de ph6nyle - - s o n t  employds /~ la concentrat ion finale de 
o .o5M; leurs solutions sont homogdn6is6es au mixer. Utilis6 comme subs t ra t  de la fluorophos- 
phatase,  le D F P  est ~ la concentrat ion finale de o.ol ,,ll. 

4. Matdriel. Acdtate et bu tyra te  d'6thyle et de phdnyle ont  ~t6 synth6tis6s au laboratoire 
par  le Dr. JANSZ. Un 6chantillon de E 6o0 pur  nous a 6td ai inablement  offert par  le Dr. MvEas, 
du laboratoire pharmaco- th6rapeut ique  de l 'Universit6 d 'Ams te rdam (Hollande). 

Le DFa~P est synth6tisd par  le Dr. OOSTERBAAN selon une mdthode/~ publier prochainement ,  
/~ part i r  d'Ha~eI)O~ provenant  de l 'Atomic Energy Research Es tabl i shment  /~ Harwelh II est 
injectd dans le muscle sous forme de solution aqueuse isotonique. 

RESULTATS 

I. S~rum de cobaye 

Le s6rum de cobaye a une assez forte activit6 est6rasique vis-a-vis de l'ac6tate de 
ph6nyle" les d6gagements de CO 2, mesurds au Warburg, sont de 20 ~ 50,000/~1 par 
heure et par ml de s6rum. D'apr~s ALDRIDGE 1, deux estdrases se partageraient cette 
activit6. I1 existe, clans le s6rum de cobaye, une alkylfluorophosphatase hydrolysant 
le DFP;  elle est cependant peu active et ne donne, au Warburg, que des d6gagements 
de 15o ~t 300 txl CO~/h/ml de s6rum. Le s6rum de cobaye poss~de aussi une cholines- 
t6rase dont l'activit6, mesur6e au Warburg vis-a-vis de l'ac6tylcholine, est de l'ordre 
de 2 5 6000/xl COz/h/ml s6rum. 

A. S@aration des est~rases 

Tontes les 61ectrophor~ses de s6rum de cobaye, tant sur colonne d'amidon que sur 
papier, se d6roulent en tampon v6rona] de pFI 8.6. 

Bibliographie p. 534. 



526 R. GOUTIER VOL. 19 (1950) 

Lorsqu'on d6termine l'activit6 est~rasique, vis-a-vis de l'acdtate de phfinyle, des 
fractions obtenues aprbs dlectrophorbse sur colonne, on d6c~le la p%sence de 
deux est6rases (voir Fig. I): la premi6re est plus rapide que les albumines, la seconde 
se situe entre les globulines % et % et empi~,te sur ces deux fractions. Ces deux 
est6rases ont des sensibilit~s fort diff6rentes aux inhibiteurs organo-phosphor6s 
(Tableau I): elles r@ondent aux critbres propos{'s par ALDRID(;E ~ pour distinguer les 
est6rases A et B. L'est6rase A est, dans le s6rum de cobaye, celle qui se meut plus 
rapidement que les albumines. 

Coups/ram # ( 0 2  Prot. 

300 6001- Esterase 
,~A : '  r a d i o a c t i v i t 6  , :> . 

5001- 2 \ . , ,. j i. - - p r o t e m e s  

; ~ e s t 6 r a s e s  ~P~ 200  400P 5 / \ ~ /  
/ ' , /  
I 'fl ;Estdra}e 300t ] ' t\ ~,'~°i 

I ~,\ ; ,  t ! f l  ¢00 200P ~ : ~ I .  

I001- 5 , ~ : h *ia : /  " ' '  
I , '  
0 10 20 30 40 50 60 70 

Fig.  I. E l e c t r o p h o r 6 s e  d e  s 6 r u m  d e  c o b a y e  s u r  c o l o n n e  d ' a m i d o n ,  en  t a m p o n  v 6 r o n a l  d e  p H  8.6,  
t r o i s  j o u r s  a p r 6 s  i n j e c t i o n  i n t r a - m u s c u l a i r e  d e  l o o  p g / k g  de  DF32P .  E n  a b s e i s s e s :  n u m 6 r o  d e s  
t u b e s ;  E n  o r d o n n 6 e s :  d e  g a u c h e  ~ d r o i t e ,  l a  r a d i o a c t i v i t 6  en  c o u p s / m i n u t e ,  l ' a c t i v i t 6  e s t 6 r a s i q u e  
de  0.2 m l  de  f r a c t i o n ,  e x p r i m 4 e  en  /,1 C O  2 d 6 g a g 6 s  e n  3o r a i n  e t  en f in  la  t e n e u r  e n  p r o t 6 i n e s ,  
en  u n i t 6 s  a r b i t r a i r e s .  E n  t r a i t  p l e in ,  les p r o t 6 i n e s :  d e  g a u c h e  ~ d r o i t e ,  les a l b u m i n e s  p u i s  les 

d i f f 6 r e n t e s  g l o b u l i n e s .  

T A B L E A I 7  I 

SENSIBILIT£ DES DEUX ESTI~RASES DO SI~RUM DE COBAYE, 
SI~PAREES PAR I~LECTROPHORI~SE SUR COLONNE, AUK INHIBITEURS ORGANO-PHOSPHORES 

I n h i b i t i o n  e x p r i m 6 e  e n  ° o de  l ' a c t i v i t 6  n o r m a l e .  

I)FP E 600 Substrat: 
ester de phdnyle concentration inhib ,  concentration inhib. 

E s % r a s e  A A c d t a t e  10 -4 ~11 o i o ~ M 16 

E s t 6 r a s e  B A c 6 t a t e  i o s ~1 87 .6  l o s 31 i o o  
B u t y r a t e  IO S~al 88 .6  l O S M  IOO 

La s6paration ainsi r6alis6e nous a permis de reconnaitre une autre caract6ristique de 
ees est6rases: l'est6rase B e s t  la seule des deux ~t hydrolyser le butyrate de ph6nyle. 
Celui-ci est done un substrat tout-~-fait sp6eifique de l'est6rase B, chez le cobaye. 
On s'en aper~oit fort bien aussi, apr~s une 61eetrophor~se sur papier, en d@osant 
la bande de papier sur une plaque d'agar imp%gn6e de butyrate de ph6nyle (voir 
technique): seul l'emplaeement de l'est6rase B se d6colore; avec l'ae6tate de ph6nyle, 
par contre, les deux est6rases apparaissent clairement (Fig. 2a). 
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La fluorophosphatase, tr~s peu active, est plus difficilement d@elable. AprOs 
61eetrophor~se sur papier, on n'observe aucune d@oloration de l 'indicateur ~ un 
niveau quelconque du papier d@os6 sur une plaque d 'agar eontenant du DFP. Mais 
on peut concentrer l'est6rase A en rassemblant, aprbs Olectrophor~se sur colonne, le 
contenu des tubes qui renferment cette est6rase et en les s(,chant au freeze-dryer. 
On dissout alors dans tr~s peu de liquide la fine trame s~che d'est6rase A: la solution 
concentr6e obtenue hydrolyse lentement le DFP (IOO "~ 15o txl CO0/h). Concentr6e 
de la m~me fafon, l'est6rase B n'hydrolyse pas du tout le DFP. Dans le s t rum de 
eobaye, par consdquent, est6rase A et fluorophosphatase paraissent n'~tre qu'un 
seul et m~me enzyme. La m~me constatation s'impose pour le sOrum de lapin, comme 
nous le verrons. Nous n'avons pas observ6 d'hydrolyse du E6oo (IO 2M) par l'estOrase 
A du cobaye. 

I1 n'est pas possible de doser manom6triquement la cholinest6rase des fractions 

chE 

a b 

Fig. 2. Elect rophor6se  sur  pap ie r  filtre de deux  dchant i l lons  du m0me sdrum de cobaye,  en t a m p o n  
v6ronal  de pH 8.6. Au n iveau  de la fl0che, ddpart .  Gradua t ion  en centimOtres,  a. La moit i6  gauche  
de la bande  a 6td ddposde sur une p laque  d ' aga r  imprdgnde d ' acd ta t e  de phdnyle :  les deux  estOrases 
A et B sont  bien visibles.  On a color6 les protOines sur la moitiO droi te :  en bas, les a lbumines .  
b. La  moit i6 gauche  de la bande  se t rouve  sur une p laque  d ' aga r  imprOgnOe d ' a cd ty l cho l ine :  
la chol inestdrase (chE) est  & une t o u t  au t re  place que les estdrases, l .es protdines  sont  rdvdldes 

sur  la moit id  droi te  (de bas en h a u t :  les a lbumines  puis les globulines).  
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issues de la colonne d'amidon : celles-ci, en effet, sont trop dilu6es. L'61ectrophor6se 
sur papier, par contre, permet de localiser clairement la cholinest6rase dans le com- 
plexe des globulines }, (Fig. 2b): elle est donc nettement s6par~e des deux autres 
est6rases. 

B. Fixation du DF32P 

A un cobaye adulte, on fair une injection intra-musculaire de IOO ~g par kg de DF32P 
ayant une activit6 de IOO ~c/mg au moment de l'injection. Trois jours apr~s, on 
proc~de ~ l'61ectrophor~se du s6rum sur colonne d'amidon et on mesure l'activit6 
est6rasique et la radioactivit6 des fractions. La pr6senee d'un produit de d6gradation 
du DFP ne modifie pas l'emplacement des est~rases; l'est6rase B n'est que peu 
inhib6e par la faible dose de DFP inject6e. On trouve deux z6nes de radioactivit6 
(Fig. i): l'une coincide 6troitement avec l'est6rase B, l'autre, de moindre activit6, 
est ~t un niveau trbs voisin de celui qu'occupe la eholinest~rase aprbs 61ectrophor6se 
sur papier (Fig. 2b). La seule faqon d'observer l'emplacement de la seconde z6ne 
de radioactivit6 par rapport ~ celui de la cholinest6rase est de recourir 5 l'61ectro- 
phor~se sur papier du s6rum de cobaye inject6 de DF82P. En effet, la dose inject6e 
est faible et comme le sang est pr61ev6 trois jours apr~s l'injection, une certaine 
reg6n~ration de l'enzyme se manifeste d6j~t si bien qu'on peut le localiser sur une 
moiti6 de la bande de papier pos6e sur une plaque d'agar avec ac6tylcholine. Sur la 
seconde moiti6 de la bande, on prorogue un compteur G.M. mobile qui est celui d6crit 
par COHEN set  on d6termine ainsi la position exacte du second pic de radioactivit6: 
il empi~te un peu sur la z6ne d'activit6 cholinest6rasique, mais sa majeure partie se 
trouve, par rapport h la ligne de d6part, en-de~5 de la cholinest6rase active. Ces 
essais ne nous indiquent cependant pas si le DFP se fixe sur une fraction autre que 
la cholinest6rase ou si la radioactivit6 observ6e correspond h une partie inhib6e de 
la cholinest6rase ayant une motilit6 ~lectrophor6tique moindre que la partie non 
inhib6e. Signalons, cependant, que la motilit6 61ectrophor6tique de l 'a-chymotrypsine 
inhib6e par le DFP est la m~me que celle de l 'a-chymotrypsine seule (BALLS ET 
JANSEN4). 

II.  S~rum de lapin 

Le s6rum de lapin hydrolyse l'ac6tate de ph6nyle dix fois plus rapidement quene  
le f a r  le s6rum de cobaye. I1 hydrolyse beaucoup plus lentement les esters aliphatiques. 
Si l'on repr6sente par I l'activit6 est6rasique vis-a-vis du butyrate d'6thyle, on aura 
1.5 pour l'ac6tate d'6thyle, 5o pour le butyrate de ph6nyle et 50o ~ IOOO pour l'ac6tate 
de ph6nyle. L'alkylfluorophosphatase du s6rum de lapin est 6galement dix fois 
plus active que celle du s6rum de eobaye; son activit6 cholinest~rasique, par contre, 
est 5 ~t IO fois plus faible, par rapport au cobaye. 

A. S~paration des est~rases 

En tampon v6ronal de pH 8.6, l'61ectrophor~se sur eolonne n'aboutit pas, contraire- 
ment ~ ee qui se passe chez le cobaye, ~ la s6paration des deux est6rases A et B, 
pr6sentes toutes deux dans le s6rum de lapin, d'aprOs ALDRID~EL On ne trouve 
qu'un seul pic d'activit6 est6rasique englobant une partie des albumines et les 
globulines a~ (Fig. 3), lorsqu'on emploie l'ac6tate de ph6nyle eomme substrat: 
l'activit6 renseign6e sur la Fig. 3 est tr~s grande puisqu'elle est d6velopp6e en io min 
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par o.o2 ml de chaque fraction. L'61ectrophor6se sur papier donne une localisation 
identique des est6rases dans le m~me tampon. Nous avons fait aussi des 61ectro- 
phor6ses dans les tampons suivants: tampon acftate de pH 5, tampon vfronal- 
ac6tate (tampon de MICHAELIS 17) de pH 7 et 9- Dans aucun cas nous n'avons pu 
s6parer les deux est6rases. Or le pic unique d'activit6 est6rasique correspond certaine- 
ment au m61ange des deux est6rases, comme le montre le Tableau II. De Io-SM a 
Io -aM de DFP, l'inhibition de l'est6rase est pratiquement la m6me. Ces r6sultats 
sont fort semblables k ceux qu'a obtenus ALDRIDGE 1 sur le s6rum entier et d6montrent 
la pr6sence de deux est6rases diff6rentes dans la z6ne d'activit6 est6rasique vue sur 
la Fig. 3: l'une est d6jk inhib6e par Io-SM de DFP, c'est l'estfrase B; l'autre, 
l'est6rase A, r6siste ~ toutes les concentrations de DFP employ6es et est responsable 
d'environ 85% de l'activit6 est6rasique totale. 

coups/rain 
/,~ C02 

200 

150 

100 

50 

)rot. 

2 

~5 

I 

~5 

/ 

0 I0 

! 
20 

t~ :'.. 
t "t .' : 

P , ~ ". rot6ines 

, ~ . . . . .  e s t 6 r a se s  A e t  B 

- r a d i o a c t i v i t 6  

'ii 
i" 
i ;  

,:. ) . , .  

3o to 5b 6b 7b 
Fig.  3. E l e c t r o p h o r 6 s e  de  s 6 r u m  de  l a p i n  su r  co lonne  d ' a m i d o n ,  en  t a m p o n  v 6 r o n a l  de  p H  8.6, 
t r o i s  j o u r s  ap r6s  i n j e c t i o n  i n t r a - m u s c u l a i r e  de  i o o / ~ g / k g  de  DF32P. E n  a b s c i s s e s :  n u m 6 r o s  des  
t u b e s ;  E n  o r d o n n 6 e s :  de  g a u c h e  ~ d ro i t e ,  la  r a d i o a c t i v i t 6  en  c o u p s / r a i n  e t  l ' a c t i v i t 6  e s t 6 r a s i q u e  
en  #1 CO~ d6gag6s  en  i o  m i n  p a r  o.o2 ml  de  f r ac t ion ,  ~ la m 6 m e  6chel le  ; enfin,  l a  t e n e u r  en  p r o t 6 i n e s  
(un i t6s  a r b i t r a i r e s ) .  E n  t r a i t  p le in ,  les  p r o t 6 i n e s :  de  g a u c h e  A dro i t e ,  les a l b u l n i n e s  pu i s  les 

d i f f6 ren tes  g lobu l ines .  

T A B L E A U  I I  

INHIBITION DE LA FRACTION ESTI~RASE OBTENUE APRILS I~LECTROPHORI~SE 
SUR COLONNE DU SI~RUM DE LAPIN, PAR DIFFI~RENTES CONCENTRATIONS DE D F P  

S u b s t r a t  = a c 6 t a t e  de  p h 6 n y l e .  

Concentrat ion Inhibition 
de DFP en % 

io -S .~l  14 
i o - T M  lO 
i o - ~ 3 1  8 
to  ~3 I  9 
IO-41%1 12 

Chose curieuse, lorsqu'on prend le butyrate de ph6nyle comme substrat de chaque 
fraction apr~s 61ectrophor~se en tampon v6ronal de pH 8.6, on observe deux pics 
d'activit6 est6rasique, tous deux inclus dans la z6ne d61imit6e au moyen de l'ac6tate 
de ph6nyle (Fig. 4)- Les r6sultats de la Fig. 4 ont 6t6 v6rifi6s deux fois; si l'on ne 
trouve qu'un seul sommet d'activit6 est6rasique avec l'ac6tate de ph6nyle, c'est 
peut-~tre & cause de la trop forte activit~ des fractions vis-k-vis de ce substrat. Un 

B i b l i o g r a p h i c  p.  534.  



530 R. GOUTIER VOL. 19 (I956) 

substrat beaucoup moins rapidement hydrolys6, comme le butyrate de ph6nyle, 
r6v~le la pr6sence de deux est6rases qui pourraient eoincider avec les est6rases Ae t  B. 
Nous avons isol6 et concentr6 chacune de ces est~rases mais n'avons pas retrouv6, 
entre elles, des diff6rences aussi frappantes et concluantes que celles qui existent entre 
les deux est6rases du s6rum de cobaye (voir plus haut). Le DFP ~ la concentration de 
Io-SM n'inhibe pas l'est6rase portant le no i dans la Fig. 4; il abaisse de lO% l'acti- 
vit6 de l'est6rase no 2. I1 n 'y  a donc certainement pas de s@aration totale; tout au 
plus l'est6rase B semble-t-elle pr6dominer au niveau du sommet no 2 de la courbe 
d'hydrolyse du butyrate de 
ph6nyle par les fractions 
(Fig. 4). La pr6sence de deux 
sommets distincts d'activit¢' 
est6rasique suggbre que le 
butyrate de ph6nyle n'est 
pas un substrat aussi sp6ci- 
fique de l'est6rase B chez le 
lapin, qu'il ne Pest chez le 
cobaye. On ne peut doser 
manom(~triquement ni Pal- 
kylfluorophosphatase ni la 
cholinest6rase des fractions, 
celles-ci 6tant trop dilu6es. 
Mais on peut les localiser 
apff's 61ectrophor~se sur pa- 
pier: la z6ne de d6coloration 
de l'indicateur se situe entre 
les albumines et les globulines 
% sur une plaque d'agar 
contenant du DFP, et entre 
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Fig. 4- E lec t rophor6se  de sd rum de lapin  sur  colonne 
d ' a m i d o n ,  en t a m p o n  vdronal  de p H  8.6. E n  abscisses :  
n u m 6 r o s  des tubes ;  g n  ordonn6es ,  de gauche  ~t droi te :  
l 'act ivi t6  es td ras ique  en  /*1 CO=/3 o min,  de o.o 5 ml  de 
f rac t ion  v i s&-v is  de l ' ac6ta te  de ph6nyle ,  et  de o. 3 ml de 
f rac t ion  vis-&-vis du b u t y r a t e  de ph6nyle ;  la t e n e u r  des 

f rac t ions  en prot6ines ,  en uni t6s  a rb i t ra i res .  

les globulines/3 et y sur de l'agar impr6gn6 d'ac6tylcholine. Bien visible sur la plaque 
d'agar, cette bande plus claire apparalt cependant mal sur les photographies, par 
insufflsance de contraste entre elle et le fond color6; c'est pourquoi nous n'en donnons 
aucune reproduction. Ici encore, la cholinest6rase est bien s@ar4e des est6rases. 

L'alkylfluorophosphatase est donc situ6e au m~me niveau que les est6rases. 
D'apr6s MOUNIER TM, elle n'est que l'est6rase A elle-m~me, dans le s6rum de lapin. 
En nous servant de l'est&ase isol4e par 61ectrophor~se, nous retrouvons des r6sultats 
tout&-fait comparables 5 ceux que MOUNTER TM a obtenus sur le s6rum entier 
(Tableau III). 

Nous n'avons observ6 aucun effet de IO -4 ml de Lewisite (pour 3 ml de vol. total) 
sur l'hydrolyse du DFP et de l'ac6tate de ph6nyle par l'est6rase isol6e du s6rum de 
lapin. L'inhibition par le p-chloromercuribenzoate est totalement r6versible par 
addition de cyst6ine Io-aM. Les trois effecteurs, dans le Tableau III ,  inhibent k des 
degr~s assez semblables l'hydrolyse de l'ac6tate de ph6nyle et du DFP par l'estfrase 
isbl6e. Ces arguments renforcent ceux de MOUNTER TM par le fait qu'ils d6rivent 
d'essais r6alis6s avec une pr6paration enzymatique quelque peu purifi6e. Joints au 
fait que l'est6rase A e t  l'alkylfluorophosphatase ont la m~me localisation apr6s 
61ectrophor6se, ils plaident en faveur de l'identit6 de ces deux enzymes dans le s6rum 
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T A B L E A U  I I I  

INHIBITION, PAR QUELQUES EFFECTEURS, DES ACTIVITIES ESTI~RASIQUE ET FLUOROPHOSPHATASIQUE 
DE L'ESTI~RASE DU SI~RUM DE LAPIN ISOLI~E PAR I~LECTROPHORgSE SUR COLONNE D'AMIDON 

I n h i b i t i o n  e x p r i m 6 e  en ° o de l ' h y d r o l y s e  n o r m a l e .  

Inhib. pour les substrats 

Effecteur Concent~. A cdtate DFP 
de phdnyle ~o -~ M 

M n  ++ i o -a  31 57 49 
M g  ++ i o-2 A'/ 5 ° 20 

p - c h l o r o i n e r c u r i b e n z o a t e  3" ~°-~2a~r IOO 90 

de lapin. Nous avons tir6 la m~me conclusion pour le s6rum de cobaye. L'est~rase 
B qui, chez le lapin, contamine l'est6rase A dans nos exp6riences n'intervient certaine- 
ment pas dans l'hydrolyse du DFP puisqu'elle est d6j~ inhib6e par Io-SM de DFP. 
L'est6rase isol6e hydrolyse 6galement le E 6oo (Io-2M); cela confirme l'opinion 
d'ALDRID6E 2 que l'enzyme qui hydrolyse le E 6oo, dans le s6rum de lapin, est 
l'est6rase A. 

B. Fixation du DFa2P 

Comme pour le cobaye, on proc~de ~ l'injection intra-musculaire, au lapin, de 
ioo/~g/kg de DF32P ayant une activit6 de IOO/xc/mg. Trois jours aprbs, on soumet 
le s6rum ~ une 61ectrophor~se sur colonne et on d~termine l'activit6 est6rasique et la 
radioactivit6 de chaque fraction. La pr6sence d'un produit de d6gradation du DFP 
ne modifie pas remplacement des est6rases. On observe une z6ne unique de radio- 
activit6, incluse dans la z6ne d'activit6 est6rasique; mais les sommets de ces deux 
z6nes ne coincident pas (Fig. 3)- La radioactivit6 est li6e ~ une partie seulement de 
l'est6rase, et pr6cis6ment avec la portion off, probablement, se trouve l'est6rase B, 
comme nous l'avons vu (Fig. 4). Chez le cobaye, la coincidence de la radioactivit6 
avec l'est6rase Bes t  beaucoup plus nette (Fig. I). 

Contrairement ~ ce que nous avons observ6 chez le cobaye, nous ne retrouvons 
pas de radioactivit6 au niveau de la cholinest6rase, dans le s6rum de lapin. On peut 
en trouver plusieurs raisons. Tout d'abord, le s6rum de lapin a une activit6 choline- 
st~rasique dix fois moindre que celle du s~rum de eobaye. Ensuite, la dose de DFP 
inject6e est faible, et on sait, d'apr~s les travaux de JANDOnr ET McNAMARA 15, que 
d~j'~ un jour apr~s une injection intra-veineuse de DFa2P au lapin, il ne reste qu'une 
tr~'s faible radioactivit~ dans le plasma. 

D I S C U S S I O N  

La s@aration par 61ectrophor~se des deux est6rases du s6rum de cobaye et leur 
correspondance avec les deux types diff6rents d'est6rase, Aet  B, d6crits par ALDRIDGE 1 
constitue une confirmation certaine des exp~riences de cet auteur. L'est6rase B e s t  
inhib~e ~ 9o% par des concentrations de Io-SM de DFP;  l'est~rase A r6siste ~ des 
concentrations dix mille fois plus fortes de DFP. En isolant chaque est6rase, on peut 
aussi leur reconnaitre des propri6t6s qu'il est malais6 de d6celer sur le s6rum entier. 
ALDRIDGE 1 avait constat6 qu'en g6n6ral l'est6rase A hydrolysait les esters ac6tates 
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plus rapidement  que les esters butyrates.  Ell isolant l'est6rase A du s6rum de cobaye, 
nous avons remarqu6 qu'elle n 'hydrolyse mfime pas du tout  le butyra te  de ph6nyle. 
La cholinest6rase est ne t tement  s6par6e des deux est6rases, chez le cobaye comme 
chez le lapin: on peut donc analyser celles-ci avec la certitude que la premiere 
n ' intervient  pas dans l 'hydrolyse observ6e. 

L'61ectrophor~se sur colonne d 'amidon et sur papier nous a fourni un nouvel 
argument,  s ' a joutant  5. ceux de MOUNTER 18, en faveur de l 'identit6 de l 'alkyl-fluoro- 
phosphatase et de l'estfirase A dans le s6rum de lapin : ces deux enzymes ont la m~me 
motilit6 61ectrophor6tique. Faible et, par cons6quent, diffcile 5. mettre  en ~videnee, 
l 'activit6 fluorophosphatasique du s6rum de cobaye coincide ~galement avec 
l 'est6rase A. 

L '6tude rapide de la fixation du DF32P par le s6rum, expos6e dans ce travail, 
est loin d 'etre une analyse du m6tabolisme du D F P  inject6: celle-ci a 6t6 faite chez 
l 'homme par COHEN ET WARRINGA 7 et chez le lapin par JANDORF ET MCNAMARA is. 
Elle ne pr6tend pas non plus 6claircir le mode d 'act ion du D F P  dans l 'organisme. 
S'il est vrai, comme nous l 'avons montrG que la majeure partie du DF~2P inject6 se 
fixe, dans le s6rum de lapin et de cobaye, ailleurs que sur la cholinest6rase, cela ne 
signifie nullement que l ' inhibition de la cholinest6rase ne puisse pas 8tre le principal 
responsable de la toxicit6 du DFP.  Mais cela indique l 'existence d 'une  sorte de protec- 
tion de la cholinest6rase par la pr6sence d 'autres  prot6ines capables de fixer le DFP.  
Autre  exemple: MYERS ~° a trouv6 qu'en excluant, par inhibition, l'aliest6rase du 
s f rum de rat, on diminue consid6rablement la concentrat ion de D F P  n6cessaire pour 
inhiber la pseudocholinest6rase. Chez le cobaye et peut-~tre aussi chez le lapin, c'est 
6galement une aliest6rase s6rique, l 'est6rase B, qui fixe la majeure partie du D F P ;  
le reste est attach6 tr6s probablement  h la cholinest6rase chez le cobaye, mais chez 
le lapin il 6chappe 5. l 'observation en raison de la faiblesse de l 'activit6 cholinest6rasi- 
que du s6rum de cet animal et de la petitesse de la dose de D F P  inject6e. C'est encore 
avec une aliest6rase plus qu 'avec  la cholinest6rase vraie que se combine le D F P  dans 
le s t roma des globules rouges du boeuf (COHEN et co11.6). La fxa t ion  du D F P  sur des 
prot6ines asp6cifiques a 6t6 d6crite 6galemeat par HOBBIGER 13 et par  JANDORF ET 
MCNAMARA 15. Elle a une ampleur telle que, d'apr~s ces deux derniers auteurs, il n ' y  
a aucune relation entre la teneur en cholinestfirase des tissus du lapin et leur capacit6 
de fixer le D F P :  apr~s injection de DFa~P, on peut  t rouver  une forte radioactivit6 
dans les poumons et les reins du lapin, off la cholinest6rase ne joue pas un grand 
r61e, alors qu 'on en t rouve tr~s peu dans le cerveau qui ne peut se passer de cholin- 
est6rase. Mais il ne suff t  pas de rapporter  au poids du tissu le D F P  fix6, car une 
constatat ion bien plus importante,  faite d'ailleurs par JANDORF ET McNAMARA 1~ 
eux-m~mes, est que, clans le cerveau de lapin, la cholinest6rase est probablement  la 
seule prot6ine 5. fixer le DFP,  ce qui jette une lumi~re singuli~rement vive sur les 
m6canismes possibles de la toxicitfi de ce gaz "nerveux" .  

Nos exp6riences ne r6solvent pas enti~rement la question de l 'existence d 'une 
liaison entre le D F P  et la fluorophosphatase. En tout  cas, trois jours apr6s injection 
de D F ~ P ,  nous ne retrouvons aucune radioactivit6 au niveau de l'est6rase A - -  qui 
est identique ~ la fluorophosphatase - -  chez le cobaye ni, tr6s probablement,  chez le 
lapin. Cette liaison, si elle existe, est labile et pourrait  ~tre de m~me nature que celle 
qui unit  un enzyme 5. son substrat.  La  fluorophosphatase des reins se comporte 
souvent  d 'une  autre fa~on que l'est6rase A du s6rum (MOUNTER TM) et pourrait  se 
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comporter diff6remment aussi vis-h-vis du DFP;  ~ notre connaissance, cette question 
n 'a  pas encore 6t6 r6solue. 

Le caract@e irr6versible de la liaison du DFP avec certaines protdines justifie 
l 'emploi du DFa2P pour marquer la protdine et ddterminer sa dur~e de vie. COHEN 
ET WARRINGA 7 ont pu ainsi mesurer avec pr@ision la demi-vie de la fraction du 
plasma humain qui contient la pseudocholinest6rase (12 & 14 jours), car c'est ~ cette 
fraction que se combine la majeure partie du DFP, dans le plasma humain. Mais un 
pareil essai ne pourrait pas ~tre tentd avec la pseudocholinest6rase du s&um de lapin 
ou de cobaye puisque, dans ces deux sdrums, elle ne fixe qu'une petite partie du 
DFP, comme nous l 'avons montr6. L'emploi du DFa2P a fourni aussi les valeurs les 
plus prdcises de la dur6e de vie des globules rouges humains (116 "a 129 jours, d'apras 
COHEN ET WARRINGA7): dans ce cas, 4videmment, c'est toute une cellule qui est 
marqude, et il importe peu de connaltre la nature exacte des mol6cules qui y fixent 
le DFP. 

Je remercie vivement Monsieur le Pr6sident de l 'organisation TNO pour la recherche 
scientifique appliqu@ ~ la d6fense nationale, de m'avoir  permis de s6journer dans 
le laboratoire de biologie m6dicale ~ Rijswijk. Ma gratitude va, tout particuli~rement, 
au Docteur J. A. COHEN pour raccueil qu'il m 'a  rdservd et les conseils qu'il m ' a  
prodign6s. 

J 'adresse rues remerciernents au Docteur MYERS, d 'Amsterdam, pour l 'aimable 
envoi d'un 6chantillon de E 600, et ~ Mademoiselle POSTItUMUS pour son assistance 
technique. 

R~SUMt~ 

1. Les sdrums de lapin et de cobaye ont dtd soumis ~. l 'dlectrophor~se sur  colonne d 'amidon 
et sur  papier afin de sdparer les estdrases et la cholinestdrase sdriques et de d6terminer la na ture  
des protdines sdriques sur lesquelles se fixe le a2p apr6s injection intra-musculaire de DF3SP. On 
a utilisd le t ampon  vdronal de pH 8.6. 

2. Darts les deux sdrums dtudids, la cholinestdrase est ne t t emen t  sdparde des estdrases et 
se re t rouve au niveau des globulines Y' 

3. Chez le cobaye, il existe deux estdrases sdriques sdpardes par  dlectrophor~se: l 'une est 
plus rapide que les albumines et correspond /t l 'estdrase A ddcrite par  ALDRIDGE1; l 'autre  se 
t rouve entre les globulines a 1 e t a  2 et poss6de les propridtds de l 'estdrase 13. 

4. Dans  le sdrum de lapin, on ne retrouve qu 'un  seul pic d'activit6 estdrasique correspondant  
h u n  mdlange des deux estdrases A et B. 

5. L'estdrase A isolde du sdrum de cobaye et l 'estdrase du sdrum de lapin hydrolysent  le 
DFP:  elles se confondent  avec l 'alkylfluorophosphatase.  Chez le lapin, l 'estdrase isolde hydrolyse 
dgalement le E 600. 

6. Trois jours  apr~s injection intra-musculaire  de DF3~P, la radioactivit6 se retrouve unique- 
ment  au niveau d 'une partie de l 'activitd estdrasique (peut-~tre sur  l 'estdrase B), clans le sdrum 
de lapin. Chez le cobaye, elle se localise en majeure  part ie sur  l 'estdrase B et, pour  une faible 
part ,  tr6s p robab lement  sur  la cholinestdrase. 

7- La portde de ces fairs est discutde. 

SUMMARY 

I. Rabbi t  and guinea-pig sera have been submi t ted  to electrophoresis on starch colunms 
and on filter paper, in order to separate  the serum esterases and cbolinesterase and to de termine  
the nature  of serum proteins which are combined with a2p after in t ra-muscular  injection of DFaIp.  

2. In  both  sera, the cholinesterase is completely separated from the esterases and migrates  
among the y globulins (in veronal buffer at  p H  8.6). 

3. In  the guinea-pig serum, two esterases are separated on electrophoresis in veronal  buffer 
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at p H  8.6; the first one migrates more rapidly than  the albumins and corresponds to the A- 
esterase described by  ALDRIDGE1; the second one is si tuated between the a t and a~ globulins 
and displays the properties of B-esterase. 

4. In  rabbi t  serum, only one peak of esterase activity is observed, which consists of a nlixture 
of A and B esterases. 

5. The isolated A-esterase of guinea-pig serum and the esterase of rabbi t  serum hydrolyse 
D F P  and are identical with alkylfluorophosphatase.  The isolated esterase of rabbi t  serum also 
hydrolyses E 6oo. 

6. Three days after in t ra-muscular  injection of DFa2P, the radioactivi ty is located only in 
one pa r t  of the esterase activity (perhaps on B-esterase) in rabbi t  serum. In  guinea-pig serum, 
it is located most ly  on B-esterase and par t ly  on another  protein which is very probably  cholin- 
esterase. 

7- The implications of these results are discussed. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Kaninchen- und Meerschweinchenserum wurden der Elektrophorese auf St/irkekolonne 
und auf Papier unterworfen,  um die Esterasen und die Cholinesterase des Serums zu t rennen 
und um die Natur  der Serumproteine zu best immen,  in welche 3~p nach in t ramuskularer  Injekt ion 
von DFa2P einverleibt wird. Man beniitzte einen Veronalpuffer bei pH 8.6. 

2. In  beiden untersuchten  Serumar ten  wird die Cholinesterase klar yon den Esterasen 
ge t rennt  und am Niveau der ;~-Globuline wiedergefunden. 

3. Beim Meerschweinchen kann  man durch Elektrophorese zwei Serumesterasen yon ein- 
ander t rennen ; die eine ist schneller als die Albumine, entspr icht  der A-Esterase von ALDRIDGE I ; 
die andere  liegt zwischen den a 1 und a 2 Globulinen und besitzt die Eigenschaften der B-Esterase. 

4. I m  Kaninchenserum findet man  nur einen einzigen Gipfel ftir die EsteraseaktivitXt, 
welcher einer Mischung der beiden Esterasen A und B entspricht.  

5. Die aus dem Meerschweinchenserum isolierte A-Esterase und die aus dem Kaninchen- 
serum gewonnene Esterase  hydrolysieren DFP:  sie fallen mit  der Alkylfluorophosphatase zu- 
sammen.  Die aus Kaninehenserum isolierte Esterase hydrolysier t  auch E 6oo. 

6. 3 Tage naeh der in t ramuskularen  Injekt ion von DFs2P, finder man die Radioaktivit~t  
nur  in einem Tell der Esteraseaktivi t~t  (vielleicht in der B-Esterase) im Kaninchenserum. Beim 
Meerschweinchen befindet sich die Radioaktivit / i t  haupts~tchlich in der B-Esterase und wahr- 
scheinlich, zu einem geringen Tell in der Cholinesterase. 

7. Die Bedeutung dieser Ergebnisse wird er6rtert.  
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