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SUMMARY 

Separation and partial study of two alkaline phosphatases from baker's yeast 
i. Two fractions with alkaline phosphatase activity were separated in baker 's  

yeast extracts. These fractions were separated by  DEAE-cellulose chromatography 
and partially purified. They could be characterized by  polyacrylamide gel electro- 
phoresis. 

2. One of these fractions hydrolyses specifically p-nitrophenylphosphate with 
a pH opt imum of 8.4. I t  is strongly act ivated by  Mg 2+ and inhibited by Be 2+ and Zn 2+. 
EDTA is act ivator  at low concentration. 

3- The second fraction is not substrate specific. I t s  pH opt imum with p-nitro- 
phenyl phosphate is IO.O; this varies according to the substrates used. The enzyme is 
activated by Mg 2+ and inhibited by  Be 2+ and Zn 2+. 

INTRODUCTION 

Si les phosphatases alcalines des levures ont fait l 'objet de nombreuses 6tudes 
sur leur localisation et quelques unes de leurs propri6t6s, peu de t ravaux ont 6t6 con- 
sacr6s A leur isolement et ~ leur purification. 

SUOMALAINEN et al. 1 ont montr6 sur des extraits bruts de levure l'existence de 
deux pH opt imum d'action en milieu alcalin (7.8 et 8.9) pour l 'hydrolyse du ph6nol- 
phtal6ine-diphosphate sugg6rant la pr6sence de deux phosphatases alcalines, HOFF- 
MANN-OSTENHOF et al3 ont pufifi6 une phosphatase alcaline de levure de bi~re de pH 
opt imum 9.2, TONINO ET STEYN-PARVt~ 3 signalent l 'existence d'une seule phosphatase 
alcaline "intracellulaire" de pH opt imum compris entre 9 et IO selon les substrats, 
CSOPAK 4 a purifi6 une phosphatase alcaline de pH opt imum 8.1. Dans un travail  tr~s 
r6cent, GORMAN ET HU 5 s6parent deux phosphatases de pH opt imum compris entre 
8. 5 et 8.8, l 'une sp6cifique du p-nitroph6nylphosphate, l 'autre non sp6cifique, ainsi 
qu'une L-histidinol-phosphatase sp6cifique dans des extraits bruts de cultures de 
Saccharomyces cerevisiae en fin de phase exponentielle. 

Le pr6sent travail  se rapporte ~. la purification partielle et ~ la caract6risation 
de deux fractions pr6sentant une activit6 phosphatasique en milieu alcalin, X part ir  
de pr6parations eommerciales de levure de boulangerie. 
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METHODES 

A ctivitd enzymatique 
Elle est d6termin6e avec le p-nitroph6nylphosphate comme substrat,  le p- 

nitroph6nol lib6r6 est dos6 colorim6triquement ~ 400 nm en milieu alcalin. L 'enzyme 
est inject6 ~ 2.0 ml de substrat  5 mM convenablement tamponn6 et pr6incub6 
37 ° + o.I °. La r6action est arr~t6e par addition de 2.0 ml NaOH I M. L'unit6 d'activit6 
enzymatique est d6fini6 comme la quantit6 d 'enzyme qui provoque une augmentation 
d'absorbance ~ 400 nm de I unit6 par rain ~ 37 °. D'apr6s un 6talonnage avec une so- 
lution connue de p-nitroph6nol I unit6 d'adsorbance correspond ~ une concentration 
de 55/,M. 

ElectrophorOses 
Elles sont r6alis6es sur gels de polyacrylamide ~ 7.5% dans un tampon Tris-  

glycine (pH 8.5) ~ l 'aide d 'un appareil "Acrylophor" Pleuger. Une tension de 80 V 
est appliqu6e pendant 2 h. Apr6s migration, on r6v61e pour un m~me 6chantillon 
l 'activit6 enzymatique sur deux substrats : l 'a-naphtylphosphate et le p-nitroph6nyl- 
phosphate. Pour cela, les gels sont incub6s pendant io min ~ 37 ° d a n s  le substrat  
(5 mM) ~ pH 9.5 en pr6sence de MgC12 IO raM. L'a-naphtol  est r6v616 apr6s coloration 
par la 5-chloro-O-toluidine diazot6e (Fast Red TR), le p-nitroph6nol apparait  sous 
forme d'une bande jaune. 

Dosage du P, 
I1 est d6termin6 selon la m6thode de DELSAL ET MANHOURI 6, l 'intensit6 de la 

coloration est mesur6e ~ 880 nm. 

RESULTATS 

Extraction 
500 g de levure fraiche (Lesaffre) conserv6e ~ --3 °° sont 6miett6s dans un b6cher 

en acier inoxydable, congel6s dans l 'azote liquide puis port6s ~ 3 o°. Cong61ation et 
d6cong61ation sont r6p~t6s 2-3 fois ~ la suite de quoi la levure prend une consistance 
liquide. On ajoute ~t la suspension 500 ml NaHCO3 o.I Me t  l 'on soumet le m61ange 
une agitation m6canique lente A temp6rature ambiante pendant 8 h. Apr6s centri- 
fugation (15 min ~ 3000 × g) on r6p6te ce trai tement sur le culot pendant 4 h. Les 
surnageants sont r6unis. Toutes les op6rations ult6rieures sont conduites A 4 °. 

Prdcipitation au (NH~)2S04 
La solution (environ 12oo ml), est additionn6e de (NH~)zSO 4 A raison de 66 g 

pour IOO ml (0. 9 satn.). Apr6s 4 h le pr6cipit6 est recueilli par centrifugation, repris 
par 200 ml de Tris-HC1 (pH 7.4) IO mM, MgC12 I mM (tampon standard), dialys6 
contre ce tampon et centrifug6 pendant 30 min ~ 75 ooo × g. 

Prdcipitation au sulfate de protamine 
Au surnageant obtenu on ajoute lentement Ioo ml d'une solution ~ 1% de 

sulfate de protamine tamponn6e ~ pH 7.4. Apr6s 15 min l ' important  pr6cipit6 form6 
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est s6par6 par centrifugation (IO rain ~ 25 ooo × g). Ce trai tement 61imine environ 
90% des acides nucl6iques sans perte notable d'activit6 enzymatique. 

Chromatographie sur DEAE-cellulose 
La solution est chromatographi6e sur une colonne de DEAE-cellulose de 6.5 cm × 

16 cm 6quilibr6e dans le tampon standard. Apr~s lavage de la colonne on applique un 
gradient lin6aire de force ionique, r~alis6 A l'aide de deux flacons identiques contenant 
l 'un i 1 de tampon standard, l 'autre I 1 de NaC1 0. 5 M dans le m~me tampon, religs par 
leur base. Le d6bit de la colonne est r6gl6 X 15o ml/h, des fractions de IO ml sont re- 
cueillies/t l 'aide d 'un collecteur de fractions. Des fractions enzymatiquement actives 
sont recueillies avant  et pendant l 'application du gradient. Une lois rfunies on les 
d6signe respectivement par Fraction A et Fraction B (Fig. i). 

3 
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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 ra i t  ob t enu  apr~s t r a i t e m e n t  au  sulfa te  de 
p ro t amine .  L 'ac t iv i t~  e n z y m a t i q u e  des  diff~rentes f rac t ions  es t  test6e sur  le p -n i t roph6ny lphos -  
p h a t e  (5 mM) en t a m p o n  ca rbona t e  (pH 9.4) 20 mM, MgC12 IO mM. La  fl~che indique  le d6par t  du 
gradient .  O - - © ,  Absorbance  5. 280 n m ;  O - - Q ,  act ivi t~ enzyma t ique .  

Dans le pr6sent travail  la Fraction A a 6t6 chromatographi6e sur gel Sephadex 
G-2oo sans purification ultfrieure. La Fraction B a 6t6 partiellement purifife par 
ffactionnement ac6tonique. L'activit6 enzymatique se retrouve dans la fraction qui 
pr~cipite ~ 40% (v/v) d 'acftone. 

ElectrophorOses 
L'61ectrophor~se d 'extrai ts  bruts de levure sur gels de polyacrylamide montre 

l 'existence de deux bandes actives sur le p-nitrophfnylphosphate dont une seule 
rfagit  6galement sur l 'a-naphtylphosphate.  La fraction la plus 61ectronfgative, qui 
r6agit sur les deux substrats essay6s, correspond ~t la Fraction B, la Fraction A r6agit 
sur le p-nitroph6nylphosphate seul (Fig. 2). 
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Fig. 2. Electrophorbses sur  gels de polyacrylamide de l 'extrai t  b ru t  concentr6 et des Fract ions A 
et B mon t r an t  la posit ion des bandes d'activit6 enzymat ique  sur le p-n i t rophdnylphosphate  
(bandes blanches) et sur  l ' a -naphty lphosphate  (bandes noires). 

Ce comportement indique que l'on a ~ faire A deux enzymes diff~rents. L'6tude 
d'autres propri6t6s rapport6e ci-dessous confirme cette hypoth&se. 

p H  optimum et spdcificitd 
La Fraction A pr6sente un pH opt imum vers 8. 4 avec le p-nitroph6nylphosphate, 

elle est sans action sur plusieurs monoesters phosphoriques (Tableau I). Cette fraction, 
encore trSs impure, poss~de une activit6 distincte sur l 'a-glyc6rophosphate que nous 
avons identifi6e ~ celle de l 'a-glyc6rophosphatase sp6cifique de pH opt imum 6.5 
d6crite par TsuBoI et al. 7. 

La Fraction B pr6sente une faible sp6cificit6, elle hydrolyse divers esters phos- 

T A B L E A U  I 

SP]~CIFICIT~ DE SUBSTRAT DES FRACTIONS A E T  B 

La Fract ion A est test6e ~ pH 8.8, t ampon  Tris-HC1 5 ° mM, MgC1 z 2o mM; la Fract ion B 
pH io.o, t ampon  carbonate 20 raM, MgC12 io raM. Concentrat ion des subs t ra t s  5 raM. Le degr6 
d 'hydrolyse est d6termin6 par  dosage du Pi lib~r~. 

S ubstr at A ctivit~ (%) 

Fraction A Fraction B 

p-Ni t rop  h6nylphosphate  ioo ioo 
a-Glycbrophosphate o i 2 
fl-Glyc6rophosphate 4 34 
Ph6nylphosphate  o 7 I 
S6rine-phosphate o 45 
Ethanolamine-phosphate  4 16 
Choline-phosphate o 39 
a -Naphty lphospha te  o 76 

phoriques avec des vitesses variables (Tableau I). Le pH opt imum varie selon les 
substrats utilis6s, il est de IO.O pour le p-nitroph6nylphosphate, 9.4 pour le ph6nyl- 
phosphate, 8.8 pour le fl-glycfrophosphate, 8.6 pour l 'a-glyc6rophosphate. Cette 
fraction hydrolyse aussi le PPi  avec un opt imum ~, pH 7.5 mais il est possible qu'/~ 
ce stade de purification l 'activit6 observ~e soit due A la pyrophosphatase inorganique 
spfcifique d6crite par KVNITZ ET ROBB1NS 8. 
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Fig .  3. p H  o p t i m u m  des  F r a c t i o n s  A e t  B. L ' a c t i v i t 6  e s t  d 6 t e r m i n 6 e  p a r  d o s a g e  d u  p - n i t r o p h 6 n o l  
p o u r  le p - n i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  (un i t6s /ml ) ,  p a r  d o s a g e  d u  P i  l ib6r6 p o u r  les  a u t r e s  s u b s t r a t s  
( n m o l e s  P i  p a r  min ) .  M i l i e u x  d ' i n e u b a t i o n :  s u b s t r a t s  5 mM, t a m p o n s  2 5 mM, MgCI,  i o  mM. 
T a m p o n s  u t i l i s6 s :  T r i s - m a l 6 a t e  ( p H  7.o-7.8) ,  T r i s - H C l  (7.2-9.o) ,  2 - a m i n o - 2 - m 6 t h y l - l , 3 - p r o p a n e -  
d i o l - H C 1  (8 .8-1o.o) ,  6 t h a n o l a m i n e - H C 1  ( 9 . 4 - i i . o ) .  A c t i o n  su r  le  p - n i t r o p h ~ n y l p h o s p h a t e :  
© - -  - -  - -  (2), F r a c t i o n  A ; 0 - - -  - -  - - 0 ,  F r a c t i o n  B. Les  c o u r b e s  en  t r a i t s  p l e i n s  se r a p p o r t e n t  k 
l ' a c t i o n  de  l a  F r a c t i o n  B su r  les  s u b s t r a t s  s u i v a n t s :  O - - O ,  p h ~ n y l p h o s p h a t e ;  x x ,  /~- 
g l y c 6 r o p h o s p h a t e ;  + - - + ,  a - g l y c 6 r o p h o s p h a t e .  L a  F r a c t i o n  A es t  i n a c t i v e  su r  ces s u b s t r a t s  
( T a b l e a u  I).  

E f f  ecteurs 
Fraction A. Les ions Mg 2+ activent fortement l 'hydrolyse du p-nitrophfnyl-  

phosphate, l 'act ivation maximale est observ6e pour Mg 2+ 20 mM (Tableau II).  L'en- 
zyme est prat iquement inactif en absence de cet ion, 

Les ions Be 2+, Zn 2+ sont inhibiteurs A faible concentration (lOO% d'inhibition 
0. 4 mM). L 'EDTA est act ivateur A faibles concentrations jusqu'A o.oi mM puis 

devient inhibiteur. Le phosphate est inhibiteur (Tableau II).  
Fraction B. L'enzyme est activ6 par les ions Mg ~+, l 'activit6 est doublfe pour 

une concentration optimale de IO mM. Zn *+ est 16g~rement activateur jusqu'~ 0. 4 mM 

T A B L E A U  I I  

ACTION DE ~UELQUES EFFECTEURS SUR LI~S FRACTIONS A ET g 

L a  F r a c t i o n  A e s t  t e s t 6 e  k p H  8.2, t a m p o n  T r i s - H C 1  5 ° mM. L a  F r a c t i o n  B e s t  t e s t 6 e  k p H  9.4, 
t a m p o n  c a r b o n a t e  20 raM. S u b s t r a t :  p - n i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  5 raM. Les  p o u r c e n t a g e s  d ' a c t i v i t 6  
s o n t  ca l cu l6s  p a r  r a p p o r t  k l ' a c t i v i t 6  s a n s  e f fec teur .  

Fraction A Fraction B 

Mg 2+ Act. P, Act. E D T A  Act. Mg 2+ Act. Pi Act. E D T A  Act. Zn 2+ Act. 
(mM)  (%) (raM) (%) (aM)  (%) (raM) (%) (raM) (%) (I,M) (%) (mM)  (%) 

0. 5 300 IO 75 4 460 0.4 124 4 74 4 74 0-4 i i o  
i . o  82o 2o 66 i o  83o o.8 137 8 6o i o  45 o.8 93 
2-5 1°4o  4 ° 55 20 43 ° 2 158 20 39 20 39 2 44 
5 113o i o o  37 4 ° 12o 4 173 4 ° 26 i o o  12 4 28 

20 12oo 200 21 IOO 3 ° i o  200 i o o  14 400 o 8 3 ° 
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puis devient inhibiteur aux concentrations sup6rieures. L'enzyme est inhib~ par Be z+ 
(98% ~ 0. 4 raM), I 'EDTA et le phosphate (Tableau II). 

DISCUSSION 

Nous avons isol~ et partiellement purifi~ deux fractions poss~dant une activit~ 
phosphomonoest6rasique en milieu alcalin. Ces deux fractions sont s@arables par 
chromatographie sur DEAE-cellulose et peuvent ~tre diff6rencifies, apr~s 61ectro- 
phor~se sur gel de polyacrylamide grace ~ leurs sp6cificit~s diff6rentes. L'une d'elles 
(Fraction A), qui repr6sente environ 8o-9o% de l'activit6 totale, hydrolyse spfici- 
fiquement le p-nitroph6nylphosphate ~ un pH optimum de 8.4, la seconde (Fraction B), 
peu sp&ifique, pr6sente avec ce substrat un pH optimum de io.o. Ces deux fractions 
sont semblables ~ celles d~crites par GORMAN ET Hu 5, obtenues /~ partir d'extraits 
bruts de cultures de Saccharomyces. Nos r~sultats, obtenus sur des pr@arations plus 
purifi6es, confirment dans l'ensemble ceux de ces auteurs : la sp~cificit6 de la Fraction A 
pour le p-nitroph6nylphosphate, la faible spficificit6 de la Fraction B, l'influence des 
ions m~talliques et de I 'EDTA. Ils diff+rent cependant sur un point: le pH optimum 
de la Fraction B pour l'hydrolyse du p-nitrophfnylphosphate (pH IO.O au lieu de 
pH 8.6 environ). La diff6rence observ6e peut fitre due au fait que les fractions isoldes 
ont 6t~ obtenues/~ des stades de purification diff6rents. 

Nos rfsultats sont en accord/~ cet ~gard avec ceux de TONINO ET STEYN-PARvI~ 3 
pour la phosphatase alcaline de Saccharomyces et de HOFFMANN-OSTENHOF et al. 2 

pour la phosphatase alcaline de levure de hi+re qui signalent des pH optimum voisins 
ou sup6rieurs ~ 9. 

La Fraction A est 6videmment loin d'etre pure, nous avons observ6 qu'elle 
contient en particulier l'a-glyc~rophosphatase sp~cifique (EC 3.1.3.19) d6crite par 
TSUBOI el al. ~, mais plusieurs tentatives de s@aration de ces deux activit6s ont 6t6 
infructueuses. L'activit6 de cette fraction sur le p-nitroph6nylphosphate se caract6rise 
par une grande instabilit6 vis-a-vis des solvants organiques (ac6tone, 6thanol, butanol) 
dans les conditions off nous l'avons 6tudi6e, ce qui rend d6licate sa purification par les 
proc6d6s habituellement utilis6s pour l'extraction des phosphatases alcalines de 
tissus animaux par ces solvants. 

Le pH optimum de la Fraction A est voisin de celui de l 'enzyme d6crit par 
STADTMAN 9 qui contamine certaines pr@arations cristallis6es d'alcool d6shydrog6nase 
de levure. Les seuls substrats connus de cet enzyme sont le p-nitroph6nylphosphate 
et le phosphoramidate, il est activ6 par Fe 2+ (r~f. io). Comme GORMAN ET HU 5 nous 
n'avons pas observ6 d'activation par cet ion. 

Par contre cette fraction ne s'identifie pas ~ l'enzyme purifi6 par CSOPAK 4 (pH 
optimum 8.1) qui ne pr6sente pas, d'apr+s cet auteur, de sp6cificit6 particuli&re vis- 
~-vis des monoesters phosphoriques. 

En ce qui concerne l'effet des ions m6talliques, la Fraction A est tr~s sensible 
/~ 1'inhibition par Be 2+ e't Zn 2+, inhibiteurs connus de nombreuses phosphatases aJca- 
lines 1°. La propri6t6 remarquable de cet enzyme est son besoin quasi absolu de Mg 2+ 
pour fonctionner. Des activit~s observ6es en absence de Mg 2+ dans le milieu de test 
sont probablement dues aux faibles concentrations de cet ion apportfes par l'intro- 
duction de l'enzyme conserv6 dans un milieu contenant du Mg 2+. L'activation par les 
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faibles concentrations d 'EDTA peut s'expliquer par la chelation d'ions m6talliques 
inhibiteurs, k la lumi6re des effets observ6s avec Be 2+ et Zn 2+. 

La grande sp6cificit6 de la Fraction A pour le p-nitroph6nylphosphate ne nous 
6claire pas sur le r61e physiologique de cet enzyme et le probl6me se pose de savoir 
quel est son substrat naturel. Cet enzyme est probablement intracellulaire puisque 
NURMINEN et al. n ne signalent pas sa pr6sence dans des pr6parations de membranes 
plasmatiques ou de parois isol~es de Saccharomyces. 

L'enzyme de la Fraction B se caract6rise par son pH optimum d'action en 
milieu alcalin et sa faible sp~cificit6 de substrat. II est activ~ par Mg ~+ et inhib~ par 
Be 2+ et Zn 2+. Par ces propri6t6s il se classe dans la cat~gorie des phosphatases alcalines 
(EC 3.1.3.1). D'apr~s les r6sultats de TONINO ET STEYN-PARV1~ 3 il serait 6galement 
intracellulaire puisqu'on ne peut d6celer d'activit6 phosphatasique alcaline ni sur des 
cellules enti6res ni sur des pr6parations de sph6roplastes intacts. 

Des travaux en cours dans notre laboratoire ont pour obiet la purification des 
deux fractions isol6es en vue de l'6tude de leurs propri6t6s mol6culaires. 
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RESUMI~ 

I. Nous avons s6par6 ~ partir d'extraits de levure de boulangerie deux fractions 
enzymatiques pr6sentant une activit6 phosphatasique alcaline. Ces fractions ont 6t6 
s6par6es par chromatographie sur DEAE-cellulose et partiellement purifi6es. On peut 
les mettre en 6vidence par 61ectrophor6se sur gel de polyacrylamide. 

2. Une de ces fractions hydrolyse sp6cifiquement le p-nitroph6nylphosphate ~t 
un pH optimum de 8. 4. Elle est fortement activ6e par Mg ~+ et inhib6e par Be 2+ et 
Zn 2+. L 'EDTA est activateur ~ faible concentration. 

3. La seconde fraction ne pr6sente pas de sp6cificit6 de substrat. Son pH opti- 
mum est de io.o avec le p-nitroph6nylphosphate, il varie selon les substrats utilis6s. 
L'enzyme est activ6 par Mg 2+ et inhib6 par Be 2+ et Zn ~+. 
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