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SUMMARY 

Purification and properties of alkaline phosphatase from beef brain 
I. Alkaline phosphatase from beef brain (orthophosphoric monoester phospho- 

hydrolase, EC 3.1.3.1) has been purified over I84o-fold by butanol extraction, acetone 
and (NH4)~S Q precipitation, chromatography on DEAE-cellulose and gel filtration 
on Sephadex G-2oo. Two active peaks were separated; one of these peaks contains 
2-3% of the total  activity, the other fraction is homogeneous on cellulose acetate and 
polyacrylamide gel electrophoresis. 

2. The molecular weight based on elution volume is estimated to be about 
19o ooo. 

3. This enzyme is probably a Zn 2+ metalloenzyme and is activated by Mg 2+. 
The following monoesters are hydrolysed: p-nitrophenylphosphate, phenylphosphate,  
/~-glycerophosphate, DL-phosphoserine, 0-phosphorylethanolamine. The Km values 
have been determined. Pyridoxal 5-phosphate is very slightly hydrolysed. The 
opt imum pH is lO.2, using p-nitrophenyl phosphate as substrate in carbonate buffer. 

4- The beef-brain alkaline phosphatase has also an inorganic pyrophosphatase 
activity, which is opt imum in Tris-HC1 buffer (pH 8.8) and inhibited by  excess Mg 2+ 
and substrate. 

5. A study of inhibition of these two activities has established some differences. 
The pyrophosphatase activity is more sensitive to the action of EDTA and is re- 
covered more slightly by metal  ions. However, our data are consistent with previous 
results on alkaline phosphatases from different sources in which the phosphatase and 
pyrophosphatase activities have been shown to be located on the same site. The role 
of active groups is discussed. 

6. Phosphotransferase activity has been found in a medium containing p-nitro- 
phenylphosphate (donor) and Tris or ethanolamine (acceptor). The percentage of 
phosphate transfered is 500/0 . 

INTRODUCTION 

On sait depuis longtemps 1-a que le cerveau contient des phosphatases et que 
l 'activit6 phosphatasique globale est faible comparat ivement ~ d 'autres tissus. Cepen- 
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dant, les recherches faites avec divers substrats, g divers pH et avec des inhibiteurs 
vari6s semblent indiquer une pluralit6 insoupqonn6e de phosphatases alcalines non 
sp6cifiques ou ~ faible sp6cificit6. 

KOR•GUTH ET STUBBS 4 ont obtenu ~ partir  du cerveau de boeuf une phospha- 
tase dont l 'opt imum d'action se situe A pH 7-5. Cet enzyme hydrolyse le phospho- 
hydroxypyruvate,  le fl-glycfrophosphate, le glucose 6-phosphate et le fructose 6- 
phosphate mais est sans action sur le p-nitroph6nylphosphate, la DL-phosphos6rine 
ou la 0-phosphorylfthanolamine. 

DATTA ET GHOSH 5 ont montr6 que les ribosomes du cortex cfr6bral de ch6vre 
ont une activit6 phosphomonoestgrasique alcaline vis g vis de nombreux esters 
phosphoriques g pH 8.I. 

Sur le cerveau humain et chez le mouton, SARASWATHI ET BACHHAWAT 6 8 ont 
mis en 6vidence l'existence de deux isoenzymes de la phosphatase alcaline r6partis 
dans les difffrentes r6gions du cerveau et capables d'hydrolyser le pyridoxal 5-phos- 
phate et de nombreux autres esters. 

Dans le prfsent travail, nous d6crivons une mfthode de purification de la 
phosphatase alcaline du cerveau de bceuf (monoester orthophosphorique phospho- 
hydrolase, EC 3.1.3.1) et nous prfsentons une 6tude des activitfs phosphatasique, 
pyrophosphatasique et phosphotransf6rante. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Matdriel 
Les cerveaux ont 6t6 utilis6s le plus rapidement possible apr6s la mort  de 

l 'animal. Dans quelques cas oh nous avons pris des cervelles surgel6es du commerce, 
l'exp6rience a montr6 que les rfsultats ne sont pas diff6rents, p-Nitroph6nylphosphate 
(sel disodique), DL-phosphos6rine, ph6nylphosphate (sel disodique), L-phfnylalanine 
iodoacftamide, acide iodoacftique, s6rum albumine et trypsine fournis par Fluka, 
fl-glyc6rophosphate, EDTA, anhydride ac6tique, photo-rex (4-mfthylaminophfnyl- 
sulfate) et Tris par Merck, pyrophosphate de sodium par Prolabo, a-naphthylphos- 
phate par Koch-Light Lab., pyridoxal 5-phosphate par K et K Lab., O-phosphoryl- 
6thanolamine et p-hydroxymercuribenzoate par Sigma, neuraminidase (Vibrio cho- 
lera) par Behringwerke AG, ovalbumine par Mann, 7-globuline par Calbiochem, 
phosphatase alealine d'Escherichia coli par Worthington, Sephadex G-2oo par Phar- 
macia, DEAE-cellulose par Bio-Rad Lab. 

Mdthodes analytiques 
Concentrations en prot6ines: d6termin6es par la m6thode de LOWRY et al. 9 avec 

un spectrophotom6tre Beckman DU-2 A 660 m/z et la s6rum albumine comme stan- 
dard. 

l~lectrophor6ses: r6alis6es sur bandes d'ac6tate de cellulose 2.5 c m x  17 cm 
(Cellogel) en tampon barbital  sodique (pH 8.6) contenant du MgCI~ I mM (tension 
appliqu6e I8O V pendant 2 h). l~lectrophor6ses sur gel de polyacrylamide : faites avec 
un appareil Pleuger en tampon Tris-glycine (pH 8.5) (80 V pendant 30 rain puis 
16o V pendant 9 ° min). Dans les deux cas, la prot6ine a 6t6 r6v616e par coloration h 
l 'amido-noir et l 'activit6 phosphatasique par imbibition de la bande ou du gel avec 
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une solution d'a-naphthylphosphate 5 raM, MgC12 I mM tamponn6e ~ pH IO.O, et 
coloration de l 'a-naphthol lib6r6 par la 5-chloro-O-toluidine diazot6e. 

Action de la neuraminidase: l'enzyme, 6quilibr6 contre un tampon ac6tate 
0.05 M (pH 5.5) contenant NaC1 o.15 M et CaC12 1. 4 raM, a 6t6 soumis ~t la digestion 
par la neuraminidase (5 ° unit6s/ml de solution de phosphatase alcaline, 37 ° pendant 
I h) puis la mobilit6 61ectrophor6tique a 6t6 6tudife comme ci-dessus. 

Poids mol6culaire: mesur6 selon la m6thode des volumes d'61ution de WI~IT- 
AKER 10 en utilisant une colonne de Sephadex G-2oo (85 cm × 2.5 cm) 6quilibr6e avec 
du tampon Tris-HC1 0.05 M, NaC1 o.I M (pH 7.6) ~ 4 °. La colonne a 6t6 calibrfe 
avec les protfines suivantes: trypsine 23 800, ovalbumine 45 ooo, s6rum albumine 
67 ooo, phosphatase alcaline E. coli 75 ooo, 7-globuline 16o ooo, et du Bleu dextran 
pour la mesure de V 0. On a d6pos6 chaque fois 2 ml d'une solution ~ 5 mg/ml, et la 
position des pics a 6t6 rep6r6e par la lecture de A2s0 ma- Pour la phosphatase alcaline, 
la quantit6 d6posfe 6tait de l'ordre de quelques #g, de telle sorte que le pic n ' f tai t  
rep6rable que par la mesure de l'activit6 enzymatiqne. 

Essais enzymatiques 
A ctivitd phosphatasique (hydrolyse du p-nitrophdnylphosphate) 
L'unit6 enzymatique a 6t6 d6finie comme 6tant la quantit6 d'enzyme n6cessaire 

pour lib6rer I #mole de p-nitroph6nol par rain dans un milieu contenant du p-nitro- 
ph6nylphosphate 5 raM, du MgC12 I mM et du tampon carbonate 3 mM (pH IO.O). 

La cin6tique d'hydrolyse a 6t6 suivie ~ 37 ° par la variation de l'absorbance 
400 m# pendant 5 rain avec un spectrophotom6tre Unicam SP 800 (e~l (p-nitro- 
ph6nol) = 18 300). 

Les extraits purifi6s contenaient environ 7 unit6s/ml de solution enzymatique; 
des quantit6s variant de 5 ~t 20 #1 de cette solution 6taient suffisantes dans un volume 
r6actionnel de 2.5 ml. 

Activitd pyrophosphatasique (hydrolyse du PPi) 
On a utilis6 20 #1 de solution enzymatique dans 6 ml de volume r6actionnel, 

contenant du pyrophosphate de sodium I raM, du MgC12 I mM et du tampon Tris- 
HC1 3 raM, NaC1 3 mM (pH 8.8). Le m61ange a 6t6 plac6 ~ 37 °, et entre o et 4 ° rain, 
on a pr61ev6 des aliquotes de I ml qui ont 6t6 ajout6es A 5 ml de tampon ac6tate 
(pH 4.0). L'hydrolyse spontan6e du PPi a 6t6 contr616e chaque fois et dans les m~mes 
conditions. Le Pt lib6r6 a 6t6 dos6 selon la m6thode de DELSAL ET MANHOURI ix en 
utilisant le photo-rex comme r6ducteur. 

A ctivitd phosphotransfdrante 
La r6action de transfert a 6t6 raise en 6vidence d'apr6s les diff6rences observ6es 

dans le dosage des produits de l 'hydrolyse lorsque le milieu r6actionnel contient du 
Tris ou de l'6thanolamine I M (pH 9.2), du p-nitroph6nylphosphate 5 mM et du MgC12 
i raM. Le Tris ou l'6thanolamine poss6dent en effet des groupes hydroxyles non 
substitu6s pouvant accepter les ions phosphates transf6r6s. 

Pour v6rifier l'absence de transfert lorsque le milieu r6actionnel ne contient pas 
d'accepteur, oi1 a remplac6 le Tris ou l'6thanolamine par du tampon carbonate o.I M 
(pH 9.2). 

Dans les deux cas, ~t 15 ml de substrat on a ajout6 o.I ml d'une solution en- 
zymatique ~ 8 unit6s/ml et la r6action a 6t6 suivie ~t 37 °. Entre o et 50 rain, on a 
pr61ev6 des aliquotes de 2 ml qui ont 6t6 ajout6es ~ 0. 5 ml de H2SO 4 2.5 M. Sur les 
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fractions ainsi obtenues, on a utilis6 pour le dosage du p-nitroph~nol des prises d'essai 
de 0.5 ml qui ont 6t6 port~es/t IO ml avec du Tris ou de l'~thanolamine I M (pH 9.2) 
ou encore du carbonate o.I M (pH 9.2); l'absorbance ~ 4oo m/z a 6t6 chaque lois 
compar6e ~ une gamme de p-nitroph6nol appropri6e. Le Pi a 6t6 dos6 6galement sur 
des prises d'essai de 0. 5 ml par la m6thode de DELSAL ET MANI~OURI n darts un volume 
final de IO ml. Les contr61es n~cessaires ont 6t6 faits avec des solutions de phosphate 
standard. 

Constantes de Michaelis, Kl et pH optimum 
Les constantes de Michaelis vis 5 vis de divers substrats ont ~t6 d~termin6es 

par la m6thode classique de LINEWEAVER--BURK lz. Les m61anges r6actionnels ~taient 
les mSmes que ceux d6crits plus haut, respectivement pour les esters phosphoriques 
et le PPi; pour la phosphos6rine, le pH du tampon 6tait maintenu ~ 9.8. Les concen- 
trations suivantes ont fit6 choisies, p-Nitroph6nylphosphate et phfnylphosphate: 5, 
2.5, 1.25, I, 0.625, 0.5, 0.33, 0.25 raM; DL-phosphos6rine: 5, 4, 3, 2, I raM; fl-glyc6ro- 
phosphate et 0-phosphoryl6thanolamine: Io, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1.25 raM; PPi: 0.8, 0.6, 
0.4, 0.2, o.I raM. 

Pour la d~termination des K,, le milieu rfactionnel contenait l'inhibiteur aux 
concentrations : Pi: IO et 5 mM; ars6niate : I raM. 

L'hydrolyse du p-nitroph6nylphosphate a ~t6 suivie par le dosage du p-nitro- 
ph~nol comme d6crit ci-dessus, celle des autres esters, par le dosage du Pi e n  appli- 
quant le m6me procfd6 que celui d6crit pour l'hydrolyse du PPi. 

Le pH optimum de l'hydrolyse du p-nitroph6nylphosphate a 6t6 d6termin6 en 
consid6rant une zone de pH comprise entre 9 et lO.6 aux concentrations en p-nitro- 
ph6nylphosphate : 5, 1.25, 0.625, 0.33 raM; pour PPI en tampon Tris-HC1, de pH 7-5- 

9.5. 

Acdtylation de la phosphatase 
L'enzyme a 6t6 soumis ~t 1'action de l 'anhydride ac6tique 5. o ° en milieu ac6tate 

de sodium ~t demi-saturation et/t  pH 8.0, puis/t nouveau 6quilibr~ par dialyse contre 
du Tris-HC1 0.05 M, NaC1 o.I M (pH 8.0). Parall61ement un enzyme t~moin appropri6 
a fit6 pr6par6. 

RESULTATS 

Extraction et purification 
Le proc6d6 est inspir6 d'une modification de la m6thode de MORTON 1~ apport6e 

par AHMED ET KING x4. Les diff6rentes op6rations sont faites ~ 4 °. Le materiel (3 cer- 
veaux: environ 1.2 kg) est lav6, d6barrass6 des membranes, coup6 en morceaux et 
homog6n6is6 pendant 2 man avec un "ultra-turrax" dans 12oo ml d'eau distill6e. Le 
pH de l'homog6nat est amen6 ~t 6.5, puis on ajoute 18oo ml de butanol; on agite 
pendant I h au moins et on chauffe l'homog6nat ~ 35 ° pendant 5 rain. On centrifuge 
enfin /~ 35oo × g pendant 3o rain. La phase aqueuse est siphonn6e puis la couche 
prot6ique surnageante est reprise par IOOO ml d'eau disti116e et centrifug6e ~ nouveau. 
Les deux extraits aqueux sont ajout6s et filtr6s. 

On abaisse le pH de la solution ~t 4.9 par de l'acide ac6tique I M e t  on laisse 
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3o rain & la temp6rature ambiante. Le pr~cipit6 inactif est 61imin6 par centrifugation 
comme ci-dessus et le pH du surnageant est amen6 {~ 6. 5 par de la soude I M. 

On ajoute de l 'ac6tone refroidie ~ - - i 5  °, jusqu'h 30% (v/v). On laisse I h au 
moins ~ - -5  ° et on centrifuge ~ 3500 x g pendant 20 rain. La solution surnageante 
est amen6e ~ 40% d'ac6tone et on abandonne la pr6paration & - -5  °. Apr6s 24 h, le 
pr6cipit6 obtenu contient toute l 'activit6 phosphatasique. I1 est recueilli par centri- 
fugation, s6ch6 par de l 'ac6tone pure et conserv6 & --15 °. 

Le pr6cipit6 ac6tonique est repris par 50 ml d 'eau distill6e et le mat6riel in- 
soluble est 61imin6 par centrifugation ~ 3 ° ooo X g. Le surnageant est amen6 ~ 0.4 
satn. en (NH4)2SO 4 et apr6s 24 h on centrifuge ~ 3500 × g pour 61iminer le pr6cipit6 
form& On r6p6te les op6rations {t 0.5, 0.6 et 0. 7 satn. Le dernier pr6cipit6 contenant 
la phosphatase alcaline, est solubilis6 par IO ml d 'eau distill6e et la solution est 
dialys6e pendant 3 h contre un tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.7). Celui-ci est chang6 
2 lois. 

Sur une colonne de DEAE-cellulose (I2 cm X I cm) 6quilibr6e avec du tampon 
Tris-HC1 0.05 M (pH 7.7), on d6pose une partie de la solution dialys6e correspondant 

30 mg de prot6ines environ. On lave la colonne jusqu'~ ce que les prot6ines non 
fix6es soient 61u6es, puis on applique un gradient lin6aire de NaC1. Le r6cipient 
mflangeur est rempli avec 250 ml du tampon de lavage, le r6servoir avec 25 ° m l  du 
m4me tampon contenant du NaC1 o.5 M. On recueille des fractions de 5 ml. La Fig. I 
montre que la phosphatase alcaline du cerveau de boeuf est hftfrog6ne et l'61ectro- 
phor6se sur ac6tate de cellulose confirme ce r6sultat (Fig. 2). Le second pic (B') ne 
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Fig. i .  C h r o m a t o g r a p h i e  sur  DEAE-ce l lu lose  de l ' ex t r a i t  p ro td ique  ob t enu  apr6s prdc ip i ta t ion  
pa r  le (NH4)zSO 4 & 0. 7 sa tn .  {~--Q,  Az80 m~; A - - A ,  act ivi t6  p h o s p h a t a s i q u e ,  expr im6e  pa r  la 
va r i a t ion  de l ' absorbance  & 400 m/ ,  en  5 mi n  (l ibdration de p-ni t rophdnol) ,  p rovoquge  pa r  une  
a l iquote  de c h a q u e  f rac t ion  de l 'd lua t  dans  2.5 ml  de s u b s t r a t  (condi t ions  s t andard) .  Les  deux  
pics ~ act iv i t4  p h o s p h a t a s i q u e  son t  r e s p e c t i v e m e n t  d6sign6s pa r  B et  B' .  

Fig. 2. Elec t rophor6se  sur  acdta te  de cellulose des  deux  f rac t ions  ~ act ivi t6  p h o s p h a t a s i q u e  
s4pardes pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  su r  DEAE-ce l lu lose .  ( a ) P i c  B;  ( b ) P i c  B' .  La  fl6che ind ique  
l ' endro i t  off a 4t6 fa i t  le d6p6t.  
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Fig. 3. Purification de la phosphatase  alcaliue (Pic B) sur  colonne de Sephadex G-2oo. ~---O,  
A~s0 mu; / ~ - - A ,  activit4 phosphatas ique  exprim6e comnle dans Fig. i. 

Fig. 4. Electrophor6se sur ac6tate de cellulose d 'un  extrai t  purifi~ de phosphatase  alcaline c6r6- 
brale (Pic B). (a) R4v61ation prot6ique par  l 'amido-noir;  (b) r4v61ation enzymat ique de la phos- 
phatase  alcaline. Les 41ectrophor6ses sur gel de polyacrylamide ont  abouti  au m6me r6sultat. 

contient que 2-3% de l'activit6 initiale et nous avons seulement consid6r6 l'effet de 
la neuraminidase sur sa mobilit6 61ectrophor6tique. 

Les fractions constituant le Pic B sont rassembl6es, concentrfes 5 2 ml par 
dialyse contre une solution concentr6e de saccharose tamponn6e h pH 8.0 et pass6es 
sur une colonne de Sephadex G-2oo (85 cm × 2.5 cm) 6quilibr6e avec du tampon 
Tris-HC1 0.05 M, NaC1 o.I M (pH 8.0) (Fig. 3)- 

Les diff6rentes 6tapes de la purification sont r6sum6es dans le Tableau I. L'ex- 
trait final a une activit6 spdcifique de 460 unitfs/mg de prot6ines et son homog6nfit6 
61ectrophorftique a 6t6 d6montr6e ; ~ la bande active (rfv61ation enzymatique) corres- 
pond une seule bande protfique qui se superpose /~ elle (Fig. 4). La phosphatase 
alcaline ainsi purifi6e conserve lOO% de son activit6 pendant plusieurs mois en 
solution concentr6e ou dilu6e & pH 8.0. 

Action de la neuraminidase 
Dans nos conditions exp6rimentales, le traitement par la neuraminidase n'affecte 

T A B L E A U  I 

P U R I F I C A T I O N  D E  L A  P H O S P H A T A S E  A L C A L I N E  D E  C E R V E A U  D E  B O E U F  

Fraction Protdines Unitds A ctivitd Rendement Purification 
totales totales spdcifique (%) 
(rag) ( ~tnilds /mg) 

Phase aqueuse Stade i 5280 132o 0.25 ioo o 
Phase aqueuse Stade 2 297 ° 119o o.4o 9o 1.6 
Pr6cipit6 ae6tonique 40% 320 71o 2.2 54 8.8 
Pr6cipit6 (NH4)2SO 4 0. 7 satn. 95 640 6. 7 48 26.8 
DEAE-cellulose* (Pic ]3) 35 590 16.8 45 67 
Sephadex G-2oo 0.65 300 46o 23 184o 

* Les Pics B de 3 colonnes ont  ~t6 r6unis. 
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pas sensiblement la mobilit6 6lectrophor6tique de l'enzyme B, alors que le d@lace- 
ment de B' est diminu6 au point d'fitre pratiquement 6gal/~ celui de B. 

SARASWATHI ET BACHHAWAT 8 avaient d6j& obtenu un r6sultat analogue en 
6tudiant, avant et apr~s digestion par la neuraminidase, le comportement chromato- 
graphique sur DEAE-cellulose des deux fractions isolfes du cerveau de mouton. 
Selon ces mSmes auteurs, la difffrence du contenu en acide sialique des deux pics ne 
serait pas le seul facteur responsable de l'h~t6rog6n~it6 de la phosphatase alcaline 
c@6brale. 

Poids moldculaire 
Sur la base du volume d'~lution et d'aprEs la moyenne de plusieurs d@ermina- 

tions, le poids mol6culaire de l'enzyme du cerveau de boeuf est estim~ ~ 19o ooo 
environ. Cette propri6t6 a 6t6 raise ~t profit pour la purification par gel filtration. 

Thermostabilitd 
L'enzyme est longtemps stable ~ 45°; ~ 55 ° il conserve encore 5o% de son 

activit6 apr~s 45 rain d'incubation; & 60 ° il n'en poss~de plus que 15% apr~s 15 rain. 

pH optimum 
Dans leurs conditions d'hydrolyse respectives: l'activit6 pour le p-nitroph6nyl- 

phosphate est optimum & pH lO.1-1o.2, pour le PPI ~ pH 8.8 (Fig. 5). 
Des travaux avec des phosphatases alcalines d'origines diverses 15-18 ont d6j& 

g 
Cr 
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~.~ o.10 
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&4 8.8 9 . 2  9.6 10 10.4 p H  s 1o t s  20 2 s  s0  i s  40 

T e m p s  ( m i n u t e s )  

Fig. 5. p H  op t imum de l 'hydrolyse du p-n i t roph6nylphospha te  et variat ion en fonction de la 
concentrat ion en subs t ra t  (p-ni t roph4nylphosphate) :  0 - - 0 ,  5 mM; A - - A ,  1.25 raM; O - - O ,  
o.625 raM. B I - - - - - - W ,  p H  op t i m um  de l 'hydrolyse du PPi. Les activit6s sont  exprim6es en 
unit6s arbitraires. 

Fig. 6. Cin4tiques de ddsactivation par  EDTA. L 'enzyme est incubd & la tempdra ture  ambian te  
avec E D T A  en t a m p o n  Tris-HC1 & p H  8.o. Au temps  choisi, on prdl&ve une aliquote de io/~1 
qui est test~e avec un subs t ra t  (p-ni t rophdnylphosphate)  ne contenant  pas Mg ~+ (la dilution par  
le milieu de test  est telle que la quant i td  rdsiduelle d ' E D T A  introduite  avec l 'enzyme n'influence 
pas la cin6tique d 'hydrolyse  du p-ni t rophdnylphosphate) .  Concentrat ion en EDTA:  O---Q, 
o.2 mM; f A ,  o.8 mM; q - - [ ] ,  i mM; 0 - - O ,  cin6tique de ddsactivation lorsque E D T A  est 
ajoutd au milieu de test  & la concentrat ion I mM. 
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TABLEAU II 

I~TUDE COMPARI~E DE DIFFI~RENTS 8UBSTRATS 

C. B R U N E L  et al. 

Substrat pH Pi libdrd A ctivild Km apparent 
(amoles/ relative (raM) 
rain per t) 

p - N i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  i o  9 .8 "  i . o o  0 .9  
P h 6 n y l p h o s p h a t e  IO i 6 . 3  1 .66 o .9  
P h o s p h o s ~ r i n e  9 .8  5. i o. 52 2.2 
P h o s p h o r y l ~ t h a n o l a m i n e  i o  4 .2  0 .43  33 .0  
f l - G l y c ~ r o p h o s p h a t e  I o 3 .6  o .37  8.3 
P y r i d o x a l  5 - p h o s p h a t e  i o  N 6 g l i g e a b l e  o - -  
P P i  8.8 2. 4 0 .24  2 

" E s t i m d  p a r  l a  m e s u r e  d u  p - n i t r o p h d n o l  l ib6r~.  

montr6 que le pH optimum baisse lorsque la concentration en substrat diminue. Cela 
est vrai aussi pour la phosphatase c6r6brale et il est remarquable de noter qu'~ pH 9.o 
l'activit6 ne d@end plus de la concentration en substrat, du moins entre 5 et o.625 
m M .  

Avec la DL-phosphos~rine, la variation du pH optimum est encore plus nette: 
9.8-9.9 a 5 mM et 9.I h 1.25 mM. 

Spdcificitd de substrat, Kin, inhibition par P, et arsdniate (Tableau I I )  
De tousles  substrats test6s, seul le pyridoxal 5-phosphate est pratiquement 

r6sistant. Consid6rant que l'hydrolyse de cet ester pouvait ~tre un cas particulier, 
des essais ont 6t6 faits dans des conditions diverses de pH, de tampon et de concen- 
tration en pyridoxal 5-phosphate. En aucun cas, il a 6t6 possible d'obtenir une 
hydrolyse mesurable. 

Avec la phosphos6rine surtout et la phosphoryl6thanolamine, l'exc~s de substrat 
est inhibiteur, respectivement au-del~ de 5 mM et 8 raM. 

L'hydrolyse du PPi est optimum ~ I mM en tampon Tris-HC1; au-deFt l'exc~s 
de substrat est fortement inhibiteur. En tampon carbonate et au mSme pH l'hydro- 
lyse est plus faible, mais le substrat n'est inhibiteur qu'au-dessus de 2 raM. 

P i  et ars6niate sont des inhibiteurs de type comp6titif ( K  i = 2 et 0. 7 mM 
respectivement). 

Inhibition incompdtitive par la L-phdnylalanine 
En tampon carbonate 3 raM, MgCI~ I raM, avec le p-nitroph6nylphosphate 

5 mM comme substrat et pour une concentration donn6e en L-ph6nylalanine, l'inhibi- 
tion maximum est obtenue ~t pH 9.2. L'inhibition est fonction de la concentration en 
inhibiteur selon une courbe hyperbolique. Elle atteint 46% lorsque le milieu r6action- 
nel contient de la L-ph6nylalanine 8 mM et 68% h 16 raM. 

Influence des ions bivalents 
On voit d'apr~s les chiffres rapport6s dans le Tableau I I I  que seul Mg ~+ a un 

effet activateur important sur l 'hydrolyse du p-nitroph6nylphosphate. A I mM et 
au-deFt, cette activation est de 4-5 lois en tampon carbonate et d'environ 2 fois en 
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T A B L E A U  I I I  

A C T I O N  D E S  I O N S  M I ~ T A L L I Q U E S  

Ion  
mdtallique 
(I raM) 

A ctivitd relative (hydrolyse 
du p-nitrophdnylphosphate) 

Tampon Tampon 
tridthanol- carbonate 
amine (pH Io.o) 
(pH xo.o) 

- -  0 .25  0 .25  
MgCI  2 0 .52  I .O6 
CaCI~ 0 .34  - -  
SrC12 o . 2 i  - -  
CoCI2 o . i 4  - -  
NiCI~ o. 12 - -  
ZnC12 o - -  

tampon tri6thanolamine. L'effet est d 'autant  plus grand que la pr6paration est plus 
pure. Ca 2+ est aussi 16g~rement activateur. 

L'activit6 pyrophosphatasique est beaucoup plus sensible; elle est nulle sans 
Mg ~+, maximum k I raM, fortement inhib6e aux concentrations sup6rieures; les 
autres cations n 'ont pas 6t6 test6s. 

Inhibition par EDTA et rdactivation par les ions bivalents (Fig. 6) 
Les deux activit6s, phosphatasique (p-nitroph6nylphosphate) et pyrophospha- 

tasique, sont inhib&s mais avec des sensibilit6s diff6rentes. 
Les cin&iques de d6sactivation de l 'enzyme pr6incub6 avec EDTA montrent 

4 

0.6  

0.5 

"~ 0,4 2 

7 
~ O.2 

5 10 20 30 5O 
Temps (min) 

F i g .  7 - A c t i v i t d  p h o s p h o t r a n s f ~ r a n t e :  C o u r b e  i ,  p - n i t r o p h e n o l ;  C o u r b e  2, P i ;  C o u r b e  3 = P -  
n i t r o p h d n o l  - -  P i .  L e s  ch i f f r e s  s o n t  e x p r i r n d s  e n  ~ m o l e s  d e  p - n i t r o p h ~ n o l  o u  d e  P1 c o n t e n u e s  
d a n s  u n e  p r i s e  d ' e s s a i  d e  o. 5 m l  (cf. MAT£RIEL ET M£THODES). 
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que, dans le cas de l'hydrolyse du p-nitroph6nylphosphate, l'inhibition est fonction 
du temps et de la concentration en inhibiteur; ~ faible concentration: o.2 mM le 
ph6nom6ne est lin6aire pendant 4 ° min au moins; au-del~ les cin6tiques sont d'ordre 
i puis 2 sugg6rant ainsi que I 'EDTA pourrait avoir deux effets: le premier rapide, 
correspondant & la formation d'un complexe enzyme-EDTA, le deuxi6me plus lent, 
correspondant ~ la lib6ration du complexe EDTA-ion m6tallique. 

Alors qu'~ x mM en EDTA, la d6sactivation est de 8o°/o apr6s 5 min (hydrolyse 
du p-nitroph6nylphosphate), vis-a-vis de son activit6 pyrophosphatasique l'enzyme 
parait plus sensible: ~ o.2 mM il est totalement inactiv6 apr6s 5 min. Dans ce cas la 
formation du complexe enzyme-EDTA suffirait & inhiber l'hydrolyse de PPi. 

Lorsque I 'EDTA est incorpor6 au milieu de test, le p-nitroph6nylphosphate 
prot6ge partiellement l 'enzyme; l'inhibition est seulement de 75% apr6s Io min. Le 
pyrophosphate ne prot6ge pas. 

Apr6s d6sactivation en pr6sence de Fester phosphorique dans le milieu r6action- 
nel, Mg 2+ ajout6 en quantit~ ~quimolaire & I 'EDTA permet de r~cup6rer 70% de 
l'activit6 initiale, Ni 2+ 57%, Ca2+ neutralise Faction de I 'EDTA et l'activit6 observ6e 
est 6gale ~ l'activitd de l 'enzyme sans Mg z+ ; Zn 2+, Co 2+, Sr 2+/t la concentration I mM 
sont sans effet. En pr6sence de PPi, Mg z+ ajout6 clans les m6mes conditions donne 
une r6activation de 12% seulement; les autres ions n'ont aucun effet. 

L'enzyme est totalement d6sactiv6 lorsqu'il est pr6incub6 ~ la temp~rature 
ambiante pendant 2 b, avec EDTA I mM ~ pH 8.0. Mg 2+ introduit dans le milieu 
r6actionnel ~ la concentration I mM ne permet pas la r6activation; Zn 2+ ajout6 apr~s 
Mg 2+ /~ des concentrations allant de 2-40 #M ne permet pas non plus de r6tablir 
l'activit6. Par contre, si on introduit Mg z+ dans le milieu r6actionnel contenant d6j& 
le substrat, l 'enzyme inactif et Zn 2+ ~ faible concentration, on observe une r6activa- 
tion sensible de l'enzyme qui est maximum pour des concentrations en Zn ~+ allant 
de lOO-2O/~M. Ceci semble indiquer que la r6activation par Zn e+ n'est pas instantan~e 
et que Mg 2+ en exc~s peut emp6cher l'enzyme de lier le Zn ~+. Le pourcentage de 
r6activation atteint 70% pour l'activit6 phosphatasique et 18% pour l'activit6 pyro- 
phosphatasique. 

Si apr~s incubation de l'enzyme et de I 'EDTA on soumet la pr@aration/t  une 
dialyse prolong6e, l 'apoenzyme ainsi pr@ar~ est inactif et peut ~tre r6activ~ comme 
ci-dessus en pr6sence de Zn 2+ et de Mg 2+. Le maximum de rfactivation (environ 60% 
de l'activit6 initiale) est obtenu avec Zn e+ 5 °/~M et Mg ~+ i mM. Dans ce cas, le 
poureentage de r~activation est sensiblement le mfime pour les deux activit~s. 

Comme pour beaucoup d'autres phosphatases, Zn 2+ paralt fitre l'ion m6tallique 
essentiel intervenant dans le m6canisme d'action de la phosphatase c6r6brale. Co 2+ 
peut remplacer Zn 2+ mais dans tous les cas la r6activation est nettement plus faible. 
Ni 2+, Ca 2+ et Mn 2+ se comportent comme Mg e+ mais ~ des degr6s moindres. 

Acdtylation 
L'anhydride ac6tique est un r6actif de choix pour la substitution de groupes 

ac6tyl6s sur les groupes amin6s des prot6ines. L'hydroxyle ph6nolique de la tyrosine 
est aussi ac6tyl6, mais en pr6sence de hautes concentrations d'ac6tate, l'ac6tyltyrosine 
s'hydrolyse rapidement et la r6action ne concerne pratiquement que les groupes NH 2. 

L%lectrophor~se sur ac6tate de cellulose montre que la phosphatase alcaline 
ac6tyl6e a une mobilit6 plus grande vers l'anode que l'enzyme t6moin; le m6me 
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T A B L E A U  IX: 

P H O S P H A T A S E  A L C A L I N E  A C E T Y L I ~ E  

031 

Substrat Enzyme Substrat A ctivitd Km 
hydrolysd relative (raM) 
(/*moles/ (%) 
rain per 1) 

p - N i t r o p h d n y l p h o s p h a t e  E n z y m e  t d m o i n  5 .6  IOO 0. 9 
E n z y m e  a c d t y l 6  2 .9  5 2 1.4 

P P i  E n z y m e  t d m o i n  1.2 i o o  2.o 
E n z y m e  a c d t y l d  0 .64  53 2> 2.o 

dfplacement 6tant obtenu quelle que soit la quantit6 de r6actif, il est probable que 
tousles  groupes sous forme NH~ ÷ accessibles sont acftylds. 

L'activit6 enzymatique est diminu6e en fonction de la quantit6 de r6actif ajout6. 
Aux concentrations 61evfes, l'abaissement du pH peut contribuer ~ la perte d'activit6, 
mais lorsqu'on ajoute 0.2 mmole de rfactif  A I ml de solution enzymatique contenant 
de l'ac6tate de sodium ~ 0.5 satn. et tamponn6e ~ pH 8.0, il n 'y a pas de modification 
sensible du pH et on observe la m6me chute d'activit6 apr6s 30 rain et 3 h quel que 
soit le substrat utilis6 (p-nitroph6nylphosphate ou PPi). L'enzyme ac6tyl6 est dou6 
d'une grande stabilit6. 

Bien que faibles, les diff6rences observ6es dans les valeurs de Km sont signifi- 
catives. En effet, les chiffres rapportfs dans le Tableau IV (activit6 phosphatasique 
p-nitroph6nylphosphate) reprfsentent les moyennes de plusieurs d6terminations com- 
prises entre o.85 et 0.95 mM pour l 'enzyme tfmoin, 1.35 et 1.45 mM pour l 'enzyme 
acftyl6. Par contre, le Km de l 'enzyme ac6tyl6 n'a pas pu ~tre d6termin6 avec pr6ci- 
sion lorsque PPi est utilis6 comme substrat. Nous savons seulement qu'il est sup6rieur 
~ 2 m M .  

La persistance d'une activit6 6gale/~ 50% de l'activit6 initiale apr6s acfitylation 

T A B L E A U  V 

A C T I O N  D E S  R E A C T I F S  S P E C I F I Q U E S  D E  LA F O N C T I O N  T H I O L  

Rdactif Conch. Temps de Actvitd Activitd 
(raM) rdaction phospha- pyrophos- 

( h ) tasique p hatas ique 
(%) (%) 

O O IOO 

p - H y d r o x y n l e r c u r i b e n z o a t e  i 2 i o o  
2. 5 2 i o o  

I o d o a c d t a m i d e  50  17 i oo  
A c i d e  i o d o a c d t i q u e  5 ° 2 92 

C y s t d i n e *  o 
O . I  

O.2  5 

0.5  
C y s t d i n e  + i o d o a c 4 t a m i d e  o . i  

IOO 

IOO 

IOO IOO 

8.9 
5-4 
5 .4  

91 95  

* L a  c y s t d i n e  e s t  i n c o r p o r d e  a u  mi l i eu  d e  t e s t .  
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sugg~re que les groupes aminfis ne sont pas essentiels pour le fonctionnement du site 
catalytique, mais l 'augmentation des valeurs de Km peut signifier qu'ils participent 

la formation du complexe enzyme-substrat .  

Action de p-hydroxymercuribenzoate, iodoacdtamide, acide iodoacdtique 
L'action de ces r4actifs sur la phosphatase intestinale de veau 19 et sur la phos- 

phatase intestinale de rat  2° a permis de sugg~rer la pr6sence de groupes - S H  au site 
actif. Sur d 'autres phosphatases alcalines 17, les r~actifs des thiols sont sans effet. 

Sur la phosphatase c6r6brale (Tableau V) et /~ pH 8.0, le p-hydroxymercuri-  
benzoate, l 'iodoac4tamide et l'acide iodoac6tique n 'ont  aucun effet significatif sur 
les activit6s phosphatasique et pyrophosphatasique, quelle que soit la concentration 
du r~actif et m~me apr~s des temps d'ineubation prolong6s. 

La cystdine g faible concentration inhibe fortement 1'enzyme et l 'activit6 ini- 
tiale est r~cup~r6e si on ajoute une quantit6 6quimolaire d'iodoac~tamide. 

Propridtds phosphotransfdrantes 
Sur des enzymes d'origines diverses et notamment  la phosphatase alcaline 

d'E. coli, de nombreux t ravaux 21 2a ont mis en 6vidence une r~action de transfert du 
groupe phosphate sur une molecule ~ groupements oxhydriles. 

La phosphatase alcaline c~r4brale poss~de aussi cette activit6. Avec le p-nitro- 
ph6nylphosphate comme substrat, du Tris I M comme accepteur et ~t pH 9.2, la 
cinfitique de la r6action de transfert est d 'ordre nul (Fig. 7) ; la quantit6 de phosphate 
transf6r6 par unit6 de temps est 6gale ~ 50% (Tableau VI) indiquant qu'il y a 6qui- 
libre entre les deux r6actions. Avec l '6thanolamine I M la r~action d'hydrolyse est 
plus faible, mais le poureentage de phosphate transf~r6 est toujours 6gal ~ 500/0 . En 
l'absence d'accepteur, nous obtenons une bonne eorrespondance entre p-nitroph6nol 
et Pi lib6r4s. 

T A B L E A U  VI 

A C T I V I T ] ~  P H O S P H O T R A N S F E R A N T E  

Tampon pH p-Nitro- Pl p-Nitrophdnol Phosphate 
phdnol (~,moles*) transfdrd 
(/,moles*) P~ (%) 

Tris 9.2 7-95 4 T M 1.98 49.6 
E t h a n o l a m i n e  9.2 3.9o 1.88 2.o 7 51.8 
Carbona te  9.2 3.34 3 .22 i .o  3 3.6 

* Les va leurs  r ep rdsen ten t  les quan t i td s  de p-n i t roph4nol  ou de Pi lib4r4es en 3 ° min. 
Chacune repr4sente  la moyenne  de 3 dg te rmina t ions .  

En fonction du pH, entre 8.o et 9.6, la diff6rence p-nitroph6nol - -  Pi augmente 
vers les pH plus alcalins et le rapport  p-nitroph6nol/Pi est toujours peu diff4rent de 2, 
ce qui tend ~ d4montrer la proportionnalitfi entre la rfaction d'hydrolyse et la r~ac- 
tion de transfert. 

DISCUSSION 

Le cerveau de boeuf contient deux formes de phosphatase alcaline 61ectrophor6- 
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tiquement distinctes et qui peuvent ~tre s6par~es par chromatographie sur DEAE- 
cellulose. L'une d'elles est pr6sente ~t l'6tat de traces, mais l 'autre a pu ~tre caract~- 
ris6e. Son homog6n~it6 ~t l'61ectrophor~se de m~me que son activit6 sp6cifique 61ev6e 
sont de bons arguments pour la consid6rer comme une prot6ine hautement purifi6e. 

Avec un pH optimum d'action tr~s alcalin, cet enzyme catalyse l'hydrolyse de 
plusieurs esters monophosphoriques et doit de ce fait ~tre class6 parmi le groupe des 
phosphomonoest6rases alcalines non sp~cifiques. En outre, comme beaucoup d'al~tres 
enzymes de ce groupe notamment les phosphatases plaeentaire et intestinale, il est 
sensible aux ions m6talliques, relativement stable/t la chaleur, inhib6 par la L-ph6nyl- 
alanine, inhib6 comp6titivement par Pi  et ars6niate, il catalyse enfin la r6action de 
transfert de groupes phosphate sur une mol6cule acceptrice h groupements oxhydriles 
non substitu~s. En d~pit du caract~re de non sp6cificit~, le pyridoxal 5-phosphate 
n'est que tr~s faiblement hydrolys6 dans des conditions de pH et de tampon qui sont 
optimum pour tousles autres substrats. ,k l'inverse de nos r6sultats, SARASWATHI ET 
BACHHAWAT 6,7 ont montr6 que des fractions isoldes du cerveau humain et de mouton 
hydrolysent cet ester phosphorique. Leurs extraits n'6tant que partiellement purifi6s, 
il est probable qu'ils contenaient un enzyme sp6cifique du pyridoxal 5-phosphate. 
Avec un extrait non purifi~, nous avons en effet v6rifi6 que cet ester est effectivement 
hydrolys~. 

D'apr~s nos d6terminations sur colonne de Sephadex G-2oo, nous sugg~rons un 
poids mol6culaire d'environ 19o ooo pour la phosphatase alcaline du cerveau de bceuf. 
Si cette valeur est comparable ~ celles propos6es par d'autres auteurs pour des phos- 
phatases d'origines diversese4, 25, il n'en reste pas moins que les phosphomonoest6rases 
alcalines sont tr~s h6t6rog~nes de ce point de vue26, 27. Dans quelques cas, suivant la 
m6thode utilis6e, des valeurs diff6rentes ont 6t6 propos6es pour le m6me enzyme. 
HARKNESS 2s attribue 125 ooo/t la phosphatase placentaire humaine, alors que I~'ISH - 
MAN ET GHOSH 34 d6montrent l'existence de deux esp~ces: l'une de 7 ° oo0 et l 'autre 
sup6rieure ~ 200 ooo. 

n e s t  g6n6ralement admis que les phosphatases alealines des tissus de mammi- 
f~res hydrolysent le PPi eg,a°. Nos r6sultats montrent que la phosphatase c6r6brale ne 
fait pas exception. Parce qu'il existe des diff6rences importantes avec l'activit6 ortho- 
pbosphatasique (pH optimum d'action et sensibilit~ aux ions m6talliques en parti- 
culier), des recherches ont ~t6 entreprises pour savoir si ces deux activit6s doivent 
~tre attribu6es ~t un site unique de l'enzyme. EATON ET MOSS al (phosphatase intestinale 
et du foie humain) ont montr6 que chaque substrat est inhibiteur comp~titif de l 'autre 
et que les valeurs de K, pour un inhibiteur donn6 sont ind~pendantes du type de 
substrat utilis6. SUSSMAN ET LAGA a2 (phosphatase placentaire humaine) ont 6tabli 
qu'il peut y avoir transfert de groupes phosphates aussi bien ~ partir du p-nitro- 
ph6nylphosphate que du PPi. Nos r6sultats sur la phosphatase du cerveau de bceuf 
sont en plein accord avec ces donn6es. En effet, les deux activit6s n6cessitent la pr6- 
sence de Mg ~+ et de Zn 2+ et les effets optimum de ces ions sont obtenus ~t la m~me 
concentration pour les deux activit6s; l'ac6tylation provoque une modification de 
l'activit6 et des constantes cin6tiques, qui parait 6tre de m~me nature pour les deux 
activit6s; les r6actifs des -SH enfin, sont sans effet sur les deux activit~s. 

Quant au r61e des ions m6talliques, nos r6sultats sur l'action de I 'EDTA 
sugg~rent que Zn e+ qui agit ~ tr~s faibles concentrations peut ~tre impliqu~ dans la 
structure m~me du site actif. En effet, sur l 'enzyme trait6 par le chelateur, Mg 2+ 
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seul ne suffit pas/t  r6tablir l'activit6. Comme cela a 6t6 propos6 par BOYER ET HARRI- 
SON a3, Mg 2+ et les autres ions qui se comportent comme lui (Ni 2+, Ca 2+ et Mn 2+) 
seraient des catalyseurs contribuant h neutraliser les charges n6gatives port6es par 
le substrat, favorisant ainsi l 'a t taque nucl6ophile par les ions hydroxyles du milieu. 
Cela est d'ailleurs en accord avec l'id6e selon laquelle l'inhibition de l 'hydrolyse du 
PPi par exc6s de Mg 2+, rdsulterait de la formation d 'un complexe soluble (jusqu'~ 
I0 mM en Mg 2+, au moins) et inhibiteur entre PPi et Mg 2+. 

La possibilit6 de la participation d 'un groupe e-NH 2 ~ la formation du com- 
plexe ES,  par attraction des charges n6gatives du substrat, est en accord avec le 
m6canisme propos6 par FISHMAN ET G-HOSH 34. Par  contre, les r6actifs spfcifiques des 
-SH n 'ayant  aucun effet, il convient de consid6rer qu'il n 'y  a pas de groupe thiol 
accessible et essentiel pour l'activit6. 
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R~SUM~ 

I. La phosphatase alcaline du cerveau de boeuf (monoester orthophosphorique 
phosphohydrolase, EC 3.1.3.1) a 6t6 purifi6e 184o fois par extraction au butanol, 
prficipitation par l'ac6tone et le (NHa)2SO,, chromatographie sur DEAE-cellulose et 
gel filtration sur Sephadex G-2oo. Deux fractions actives ont 6t6 distingufes: l 'une 
d'elles repr6sente seulement 2-3% de l 'activit6 totale, l 'autre a 6t6 isol6e, elle est 
homog6ne/~ l'61ectrophor6se sur ac6tate de cellulose et sur gel de polyacrylamide. 

2. Sur la base du volume d'61ution, le poids mol6culaire est estim6 ~ 19o ooo 
environ. 

3. Cet enzyme est probablement un m6talloenzyme/t Zn ~+, activable par Mg 2+. 
Les monoesters suivants sont hydrolys6s : p-nitroph6nylphosphate, phfnylphosphate,  
fl-glyc6rophosphate, nL-phosphosfrine, O-phosphoryl6thanolamine; les Km ont 6t6 
dftermin6s. Le pyridoxal 5-phosphate n'est que tr6s faiblement hydrolys6. Le pH 
opt imum est lO.2 lorsque le p-nitroph6nylphosphate est utilis6 comme substrat  en 
tampon carbonate. 

4. La phosphatase alcaline du cerveau de boeuf hydrolyse le pyrophosphate 
min6ral. L'activit6 est opt imum en tampon Tris-HC1/t pH 8.8. Mg ~+ et substrat  en 
exc6s sont inhibiteurs. 

5. Une 6tude de l'inhibition des deux activit6s a permis d'6tablir quelques 
diffdrences. L'activit6 pyrophosphatasique est plus sensible ~ l 'action de I 'EDTA et 
la r6activation par les ions m6talliques est plus faible. Nos donn6es confirment cepen- 
dant des r6sultats obtenus avec des phosphatases alcalines d'origines diverses locali- 
sant les deux activit6s sur le m4me site. Le r61e des groupements actifs est discut6. 

6. L'activit6 phosphotransf~rante a 6t6 raise en 6vidence dans un milieu conte- 
nant du p-nitrophfnylphosphate (donneur) et du Tris ou de l '6thanolamine (accep- 
teur). Le pourcentage de phosphate transf6r6 est 6gal ~ 500/0 . 
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