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SUMMARY 

Beef brain alkaline phosphatase : Role of magnesium on the action of L-phenylalanine 
and other amino acids 

I. Alkaline phosphatase from beef brain (orthophosphoric monoester phospho- 
hydrolase, EC 3.1.3.1) is not very sensitive to L-phenylalanine. The stereospecific 
effect is only 38%, compared to 65 % and 90% for the calf intestinal and human 
placental enzymes, respectively. For all three enzymes, the phenomenon is un- 
competitive and not allosteric in nature. 

2. At pH < 9.5, in the presence of Mg 2+, the n-isomer activates the brain 
phosphatase and has no effect on the two other enzymes. L-Phenylalanine is also an 
activator with respect to the control and its stereospecific effect is only evident when 
compared with the D-isomer. 

3. This activation is closely related to the activation by Mg 2+. Both phenomena 
are pH dependent, practically identical from pH 8.5 to io.o and their effect on the 
enzyme is noncompetitive. Mg ~ is a possible site for the binding of L-phenylalanine 
to the brain enzyme. 

4. All the natural a-amino acids have an identical behaviour. The D-isomers 
produce the same activation as glycine, whereas the effect of L-isomers, themselves 
activators when compared with the control, is dependent on the molecular weight 
of the amino acid (alanine, serine have no effect, maximum effect is observed with 
tryptophan) and on its conformation (the effects are different with leucine, isoleucine, 
norleucine). For the intestinal and placental phosphatases, only L-phenylalanine and 
L-tryptophan have an important effect. 

5. The mode of action of phenylalanine and the other amino acids capable of 
causing a stereospecific effect on the brain enzyme seems to be different from the one 
described previously in the literature for the rat intestinal and human placental 
alkaline phosphatases. It  is suggested that the strong or the weak sensitivity, of 
these two kinds of enzymes, to Mg 2+ may be responsible for the observed differences. 
The role of Mg e+ on the reactivity of alkaline phosphatases is also discussed. 
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INTRODUCTION 

Depuis les t ravaux de FISHMAN et al.1, 2, la L-ph6nylalanine est consid6r6e 
comme un inhibiteur st~r6osp6cifique des phosphatases alcalines des tissus de mammi-  
f~res. Certaines de ces enzymes, issues de l 'intestin de rat ou de l 'intestin et du pla- 
centa humains, sont tr~s sensibles ~ l ' inhibiteur alors que beaucoup d'autres r6agissent 
plus faiblement. Cette propri6t6 t6moigne d'une sp6cificit6 d'organe. 

FISHMAN et collaborateurs z-6 montrent  que l'inhibition produite sur les en- 
zymes dites "L-phfnylalanine sensibles" est de type incomp6titif et r6sulte de la 
combinaison st6r~osp6cifique de l'acide amin6 avec le complexe de Michaelis (ES); 
cette combinaison au centre actif pourrait ~tre un exemple de ph6nom~ne homo- 
st6rique 7 par opposition au phfnomfine allost6rique dans lequel la mol6cule produisant 
la modification se lie sur l 'enzyme g u n  site distinct du site catalytique. 

GRIFFIN 8 sugg~re au contraire que l'inhibition produite par la L-ph6nylalanine 
et le L-tryptophane sur l 'enzyme de cellules HeLa humaines pourrait ~tre de type 
allost~rique, puisqu'en pr6sence du L-amino acide, l 'enzyme agit plus en tant  que 
pyrophosphatase que comme phosphatase. 

FERNLEY ET WALKER 9 (phosphatase placentaire) apportent  des arguments en 
faveur d'une action de la L-ph6nylalanine sur la vitesse de d@hosphorylation de 
l 'interm6diaire phosphoryl-enzyme plut6t que sur la r6activit6 du complexe ES.  

La phosphatase alcaline du cerveau de boeuf, dont nous avons pr~c6demment 
d6crit la purification et les propriftfsl0, n, appartenant  ~ la cat6gorie des enzymes 
peu sensibles ~ la L-ph6nylalanine, il nous a paru int~ressant de faire une 6tude 
cin6tique d~taill6e de sa r6activit~. On peut en effet se demander si les diff6rences de 
sensibilit6 observ6es entre l 'enzyme du placenta et celle du cerveau par exemple, 
proviennent seulement d'une variabilit6 de l'affinit6 pour la L-ph6nylalanine, ou bien 
s'il existe des diff6rences plus fondamentales sur la nature des sites pouvant  entrainer 
des modes d'intervention diff6rents. Les deux types d 'enzyme 6tant tr~s diff6remment 
activables par Mg 2+, le r61e de cet ion ne pourrait-il pas 6tre pr@ond~rant? A titre 
de comparaison quelques exp6riences ont 6t~ r6alis6es avec l 'enzyme du placenta 
humain et celle de l 'intestin de veau. 

MATERIEL ET METHODES 

Matdriel 

La phosphatase alcaline du cerveau de boeuf (monoester orthophosphorique 
phosphohydrolase, EC 3.1.3.1) a 6t6 pr@ar6e comme pr~c~demment d6crit 1°. 

L 'enzyme de l 'intestin de veau 6tait une pr@aration du commerce (C. F. 
Boehringer et Soehne G m b H  Mannheim 15436 EPAC; Lot No. 6498213 (juin 1969) ). 
La suspension ~ I mg/ml dans (NH4)2S Q 2.6 M pH 7.o ~tait dilu6e 2oo fois avec du 
tampon Tris-HC1 o.o5 M, NaC1 o.I M (pH 8.o) et dialys6e pendant au moins 48 h 
avec le m~me tampon afin d'61iminer Mg z+ et Zn ~÷ contenus dans la pr@aration. 

La phosphatase alcaline du placenta humain a 6t6 prfpar6e selon la m6thode 
de GHOSH ET FISHMAN 12 ("laboratory-scale method"). Toutefois, le deuxi~me fraction- 
nement par 6thanol (Stade 6 du protocole dficrit par ces auteurs) 6tait omis et la 
fraction la plus active apr~s le premier fractionnement 6tait concentr6e, dialys6e et 
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pass~e h travers une colonne de Sephadex G-2oo (85 cm × 2.5 cm) ~quilibr6e avec 
du tampon Tris-HC1 0.05 M, NaC1 o.I M (pH 8.0). 

Dans tout ce qui suit, nous d6signons ces trois enzymes respectivement par C, 
I e t P .  

Tousles r~actifs employ6s ~taient des produits de grande puret~. 

Essais  enzymatiques 

Le milieu r6actionnel standard contient du borate 25 mM ou du carbonate 5o 
mM au pH d6sir6, du p-nitroph6nylphosphate 5 raM, du MgC12 I mM et l'acide amin6 
dont la concentration varie entre o et 20 raM. Dans tousles cas, le pH du m61ange 
final est v6rifi6 avant les essais avec un pH-m~tre Beckman type recherche. L'6cart 
to16r6 est de + 0.02 unit6 pH. A 2.5 ml du m61ange ainsi pr6par6, pr6alablement 
plac6 ~ 37 °, on ajoute de 5-20 #1 de la solution enzymatique, contenant 7-8 unit6s/ 
ml 1°, et on suit la variation d'absorbance ~t 400 nm avec un spectrophotom~tre 
Unicam SP 800 6quip6 d'un enregistreur SP 20. 

Dans quelques cas, le fi-glyc6rophosphate ou le ph6nylphosphate sont pris 
comme substrats ~t la m~me concentration que le p-nitroph6nylphosphate et dans 
les m&mes conditions exp6rimentales. Les cin6tiques d'hydrolyse sont suivies par le 
dosage du Pi lib6r~ selon la m6thode de DELSAL ET MANHOUR113. 

Dans leur 6tude cin6tique GHOSH ET FISHMAN ~ comparent l'effet produit par 
l'isom&re L de la ph6nylalanine ~t un t6moin contenant la D-ph6nylalanine ~t la m~me 
concentration. Ainsi de part et d'autre, les conditions sont identiques ~t l'exception 
de la position st6rique du radical organique attach6 au carbone a. La diff6rence 
d'activit6 entre les deux isom~res est appel6e "inhibition st6r6osp6cifique" et le degr6 
d'inhibition est d6fini par le rapport ~(D--L)/D 1 × I00, OU D est l'activit6 en pr6sence 
de D-ph6nylalanine et L l'activit6 en pr6sence de L-ph6nylalanine ~ la m~me concen- 
tration. 

Dans ce qui suit, nous raisonnons de la m~me fa~on mais nous appelons la 
diff6rence D--L: "effet st6r6osp6cifique". 

RESULTATS 

p H  op t imum,  effet stdr~ospdcifique, p H  de l'effet stdrdospdcifique m a x i m u m ,  effet de M g  2+ 
Les r6sultats pr6sent6s dans le Tableau I concernent l'hydrolyse du p-nitro- 

TABLEAU I 
I N F L U E N C E  D E S  IONS Mg 2+ SUR L ' A C T I V I T E  D E S  TROIS  E N Z Y M E S  

Enzyme pH optimum pH optimum avec pH optimum avec pH de l'effet 
D-ph~nylalanine L-ph~nylalanine D -- L maximum 

D - - L  

- - - -  X I 0 0  

D 

en tampon 
carbonate au pH 
de l'effet D -- L 
maximum 

- -  Mg2+ + M g  ~+ - -  Mg~+ + Mg*+ --  M g  2+ + M g  2+ --  M g  ~+ + M g  ~+ - -  Mg*+ + M g  ~+ 

C e r v e a u  lO. 7 i o . i  lO.6 i o . i  lO. 7 lO.25 - -  9.1 - -  38 
I n t e s t i n  9-7 9 .8 9.8 9.85 lO.O 5 i o . I  8.8 8. 7 66 63 
P l a c e n t a  lO. 3 lO.5 lO.45 lO. 5 i i  11.2 9.4 9 .1 93 93 

Bioch im .  B i o p h y s .  Acta ,  235 (1971) lO6-118  



P H O S P H A T A S E  A L C A L I N E  DU C E R V E A U  D E  B O E U F  lO 9 

ph6nylphosphate par les trois enzymes dans les conditions standard (carbonate 5o mM 
avec ou sans Mg ~+ I raM, D- ou L-ph6nylalanine 20 mM). Par rapport A la phosphatase 
P, tr~s sensible ~ l'action de la L-ph6nylalanine, la phosphatase C est peu sensible, 
alors que l'enzyme I a une sensibilit6 interm6diaire. Dans les trois cas, le pH de 
l'effet maximum observ6 est indirectement lid au pH optimum d'activit6; il corres- 
pond sensiblement A une diminution de I unit6 pH. Comme le signalent GHOSH ET 
FISHMAN 3, les pH optimum en pr6sence de L-ph6nylalanine sont d6plac6s vers les 
pH alcalins et ceci d 'autant  plus que la L-ph6nylalanine a plus d'effet. 

L'introduction de Mg ~+ dans le milieu r6actionnel influence assez peu l'activit6 
des enzymes P (facteur d'activation = 1.2-1. 5 au pH optimum) et I (1.5-2). L'enzyme 
C est par contre tr~s activable, de 5-14 lois suivant le degr6 de purification. Toutes 
les pr6parations utilis6es dans cette 6tude avaient u n  facteur d'activation sup6rieur 
A IO fois. 

Contrairement aux enzymes P e t  I, le pH optimum de l'enzyme C est con- 
siddrablement diminu6 en prdsence de Mg 2+ ind6pendamment de la pr6sence ou de 
l'absence de ph6nylalanine. Les deux isom&res optiques ne paraissent pas avoir 
d'effet significatif sur l 'enzyme C, lorsque le milieu rdactionnel ne contient pas Mg 2+. 

Influence de la concentration en phdnylalanine sur l'activitd des trois enzymes 
Les Courbes a, a', b, b', c, c' (Fig. I) montrent l'effet des deux isom~res sur les 

enzymes C, I e t  P e n  tampon borate (pH 9.0) contenant Mg 2+ I mM. Dans le cas de P, 
les courbes confirment les r6sultats de GHOSH ET FISHMAN ~, c'est-A-dire un effet 
n6gligeable de l'isom~re D et un effet inhibiteur suivant une courbe exponentielle de 
l'isom~re L. Sur I, la I)-ph6nylalanine est tr~s 16g~rement inhibitfice ~ forte concen- 
tration. Sur C, on remarque une activation considerable produite par les deux iso- 
m~res avec cependant un effet moindre de la L-ph6nylalanine. Le degr6 d'activation 
par l'isom~re D (d6fini par {(D--T)/T} × IOO off T e s t  l'activit6 d 'un t6moin sans 
acide amin6) a une valeur moyenne de 70%; jusqu'A 12o% dans quelques cas ~t 
pH 8.5. La diff6rence des ordonn6es des courbes D et L repr6sente l'effet st6r6o- 
sp6cifique dont la valeur atteint 38% pour une concentration en ph6nylalanine 
20 raM. 

On peut aussi remarquer que le degr6 d'effet st6r6osp6cifique pour I et P e n  
tampon borate (pH 9.0) est un peu plus faible que celui obtenu en tampon carbonate 
au pH de l'effet maximum (Tableau I). 

Le fl-glyc6rophosphate ou le ph6nylphosphate, dans les m~mes conditions de 
tampon et de pH, donnent les m~mes r6sultats. La valeur moyenne de l'activation 
par l'isom~re D sur l 'enzyme C est de 70%, l'effet st6r~osp~cifique est de 32% pour 
le fl-glycdrophosphate et de 36% pour le ph6nylphosphate. 

Influence du tampon 
La comparaison des courbes obtenues en tampon carbonate ~ pH 9.0 (Fig. 2, 

a et a') ~ celles obtenues en tampon borate au m~me pH (Fig. I, a e ta ' )  montre que 
l'activation est plus faible. Celle-ci est maximum pour 4 mM de D-ph6nylalanine et 
2 mM de L-ph6nylalanine, puis l'activit6 diminue lorsque la concentration en effecteur 
augmente; A 20 mM l'isom~re D est inhibiteur par rapport au t6moin sans acide 
amin6. Le borate est donc un meilleur milieu d'6tude que le carbonate. A pH 8.5 
on observe une activation maximum pour D-ph6nylalanine 6 mM, qui reste inchang6e 
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Fig. z. Act ion des deux  isom~res opt iques  de la ph6nyla lanine  sur les trois enzymes .  T a m p o n  
borate 25 raM, p H  9.0, p -n i troph6nylphosphate  5 mM, Mg 2+ I mM .La concentrat ion  en acide 
amin6 n OU L varie  de o t~ 2o raM. a (0-- -O),  D-phenylalanine,  e n z y m e  C; a" ( © - - © ) ,  L-ph6nyl- 
alanine, e n z y m e  C. b ( I - - m ) ,  D-ph6ny]alanine,  e n z y m e  I; b' ( [ ~ - - D ) ,  L-ph6nylalanine,  e n z y m e  I. 
c ( A - - A ) ,  I)-ph6nylalanine,  e n z y m e  P; c' ( A - - A ) ,  L-ph6nylalanine,  e n z y m e  P. 

Fig. 2. Act ion des deux isom~res opt iques  de la ph6nyla lanine  sur l ' enzyme C dans des condi t ions  
diverses,  a (&- -A) ,  D-ph6nylalanine,  a' ( A - - ~ )  L-ph6nylalanine: t a m p o n  carbonate  5o raM, p H  
9.0, p -n i troph6nylphosphate  5 raM, Mg 2+ i raM. La concentrat ion en acide amin6 n OU L varie  
de o t~ 20 mM. b (m--R)  n-ph6nyla lanine ,  b' ( [~ - - [B)  L-ph6nylalanine: t a m p o n  borate  25 raM, 
p H  8. 5, p-ni troph6nylpt iosphate  5 mM, Mg 2+ i raM. La concentrat ion en acide amin6 D ou L 
varie de o tL 20 mM. c ( 0 - - 0 )  D-ph6nylalanine,  c' ( Q - - © )  L-ph~nylalanine: m~mes  condi t ions  
que ei-dessus ~ p H  i o . i .  

jusqu'~ 2o mM au moins. L'effet st6r6osp6cifique ne varie pratiquement pas entre 
pH 8.5 et 9.0. 

N.B.  Le r6sultat que nous avancions pr6c6demment 10 t~ propos de l'effet de 
la L-ph6nylalanine sur l 'enzyme C en tampon carbonate, et qui ne tenait pas compte 
de l'effet de l'isom~re D 6tait entach6 d'une erreur due ~ un effet du tampon. 

Influence du p H  sur l'activation 
Les Courbes b, b' et c, c' (Fig. 2) montrent les effets obtenus ~ pH 8.5 et IO.I. 

A pH IO.i, 1X oh l'activit6 enzymatique est maximum, il n'y a plus d'activation par 
la D-ph6nylalanine ni par la L; on note m~me une 16g~re inhibition par la D par rap- 
port au t~moin. L'effet st6r6osp6cifique est aussi beaucoup plus faible. 

Les courbes repr6sentant l'effet des deux isom~res sur l'activit6 en fonction du 
pH (Fig. 3, a) montrent un point d'inflexion A pH 9.2. Ce pK peut ~tre attribu6 soit 

la ph6nylalanine soit ~ un groupe ionisable de l'enzyme. 

Influence de Mg 2÷ sur l'activation de l'enzyme C et sur l'effet stdrdospdcifique 
Nous avons d6jt~ not6 que la diff6rence D--L sur l 'enzyme C en l'absence de 

Mg ~+ ne parait pas significative. De m~me, il n'y a pas d'activation par les D- et L- 
ph6nylalanine sans Mg 2+, que l 'enzyme ait 6t6 pr6incub6e ou non avec l'acide amin6. 
A pH 8.5 et pour Mg ~+ I mM, l'activation en pr6sence de D-ph6nylalanine est voisine 
de 70%; elle reste inchang6e jusqu'~ Mg 2+ 20 mM. 
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L 'enzyme,  pr6incub6e ~ 4 ° p e n d a n t  I h avec Mg 2+ 20 mM en t a m p o n  Tris-HC1 
ou bora te  (pH 8.o), est plus ac t ive  ~t p H  8.5 que l ' enzyme t6moin non incub6e mais  
test6e avec Mg 2+ I mM; le degr6 a t te in t ,  est 16g~rement sup6rieur  A celui ob tenu  
avec D-ph6nylalanine + Mg 2+ I mM ou 20 mM ajout6s au milieu r6act ionnel .  Cet te  
p r6ac t iva t ion  de l ' enzyme pa r  Mg *+ d6pend de la  concent ra t ion  de l ' ion ac t iva t eu r  
et  de la t emp6ra tu re  du m61ange incubant .  L 'effet  m a x i m u m  peut  6tre ob tenu  avec 
Mg 2+ I mM ~ 37 ° apr~s 5 min d ' incuba t ion .  L ' enzyme  ainsi modifi6e conserve l ' ac t iv i t6  

I.- 

1.4 

ul 

o 

2~ 

a 

m 

a 

p H  

~.o 6~ ~:o 9'.s ,.~o 
p H  

Fig. 3. (a) Activation par D-ph6nylalanine (Q--O) et L-ph6nylalanine (O- -O)  en fonction du 
pH: tampon borate 25 mM au pH choisi, p-nitroph6nylphosphate 5 mM, Mg 2+ i mM, ph6nyl- 
alanine D OU L 20 mM. (b) Activation par Mg 2+ incubant en fonction du pH. L'enzyme est 
incub6e/L pH 8.0 comme indiqu6 dans le texte: tampon borate 25 mM au pH choisi, p-nitro- 
ph6nylphosphate 5 mM, Mg 2+ i mM. 

acquise, mfime lorsqu'el le  est  dilu6e dans  le mil ieu r6act ionnel  ne con tenan t  pas  Mg i+. 
La  quant i t6  d ' ion  n6cessaire pour  ma in ten i r  l ' ac t iv i t6  m a x i m u m  est donc trfis faible. 
Une dialyse  prolong6e A p H  8.0 pe rme t  toutefois  d'61iminer Mg ~+ fix6 sur  l ' enzyme.  

En  fonction du  p H  (Fig. 3, b) la courbe d ' a c t i va t i on  pa r  Mg 2+ ineuban t  a la 
m8me allure que celles obtenues  avec add i t ion  de I)- ou L-ph6nylalanine,  ce qui 
p rouve  que le ph~nom8ne d ' a c t i va t i on  par  la D-ph6nylalanine repr6sente bien une 
act ion de l ' ac ide  amin6 favor isant  la f ixat ion de Mg 2÷ sur l ' enzyme et  ne p o u v a n t  
avoi r  l ieu qu 'en  pr6sence du subs t ra t .  Tout  semble se passer  comme si le subs t ra t  
s ' opposa i t  ~t la f ixation de Mg ~+, alors que celle-ci serai t  possible en pr6sence de ph6nyl-  
alanine.  

Le poin t  d ' inf lexion ~ p H  9.2 pa ra i t  bien correspondre au p K  d 'un  groupe  
ionisable de l ' enzyme.  

La  ph6nyla lanine  n 'es t  plus ac t iva t r ice  lorsque l ' enzyme a 6t6 pr~incubfe  avec 
Mg2+; les courbes dev iennent  comparab les  A celles que l 'on ob t ien t  avec les enzymes I 
et  P (Fig. i ,  b, b '  et c, c'), avec un effet st6r6osp6cifique toujours  6gal ~ 38%.  Cela 
n ' exc lu t  p o u r t a n t  pas l ' in te rven t ion  de l ' ac ide  amin6 au niveau de Mg 2+ pr~fix6 sur 
l ' enzyme puisqu 'en  l ' absence  to ta le  de cet ion l 'effet I ) - -L n 'es t  pas  significatif.  I1 est 
p robab le  que la s t ruc ture  de l ' enzyme sans Mg i+ est peu propice ~ la f ixat ion de 
l ' ac ide  amin6 comme elle est peu propice pour  produi re  l 'hydrolyse .  

Mg 2+ para i t  donc fitre d i rec tement  responsable  de l ' a c t iva t ion  de l ' enzyme C 
et  ind i rec tement  de l 'effet st6r6osp6cifique en r endan t  possible la f ixat ion de l ' isom~re 
L, ce qui ne peut  ~tre le cas des enzymes P e t  I pour  lesquelles le ph~nomfine est 
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T A B L E A U  I I  

CONSTANTES DE MICHAELIS  DE L ' E N Z Y M E  C EN L 'AESENCE ET EN PRESENCE D ' E F F E C T E U R S  

A p H  8.5 ( tampon borate) la concentrat ion en subs t ra t  (p-ni troph6nylphosphate)  varie de o.15 
I mM; ~ p H  9.1 ( tampon carbonate) de o.05 ~ 0.625 raM; h p H  io . i  ( tampon carbonate) de o.5 
b. 5 mM. Les valeurs rcpr6sentent  la moyenne de plusicurs d6terminations. 

Effecteur ajout~ Km (raM) 
(20 raM) 

pH 8,5 pH 9,z pH Io.r 

o o.17 
I~-Phe o. 17 
L-Phe o. I i 
13-Leu o. 17 
L-Leu o.o9 
D-Trp o. 17 
L-Trp 0.09 
Mg ~+ incubant  o. 17 

Concentration en substrat 
(raM) pour obtenir effet 
i3 -- L maximum par 
ph~nylalanine 

o.o8 1.54 
o.08 1.38 
0.o 5 I.O 4 

~ I  o.I 4 

ind~pendant de la pr6sence ou de l'absence de Mg 2+. Ainsi, par leur sensibilit6 au 
Mg 2+ les deux types d'enzyme apparaissent comme pouvant 6tre, de mani~re quali- 
tative, difffremment sensibles tt la L-ph6nylalanine. 

Nature de l'effet stdrdospdcifique sur l'enzyme C ; action des deux isom~res de la phdnyl- 
alanine et de Mg ~+ sur Km 

Nos r6sultats sur les caract~res cinftiques de l'effet stfr6osp6cifique confirment 
les r6sultats de GHOSH ET FISHMAN 3-6, la seule diff6rence apparente n'~tant en fin 
de compte qu'une valeur plus faible de la diff6rence D--L. 

L'effet stfr6osp6cifique dfpend de la concentration du substrat (mais pas de 

1 

1 _ _  
{ ~ u  I ) t l p o l )  I ~ I M  

Fig. 4. Kra ~t pH 8. 5. Q---O, enzyme t6moin; 0 - - 0 ,  enzyme incub6e avec Mg2+; I1--11, enzyme 
t~moin + D-ph~nylalanine 20 mM; I ] - -F1 ,  enzyme t6moin -I- L-ph~nylalanine 2o mM. Condi- 
t ions des tests:  @ Tableau I I I .  
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sa nature), du pH, pr6sente les caract~res d'une action du type incomp6titif (Tableau 
I I  et Fig. 4) et ne peut pas repr&senter un ph6nom~ne allost6rique. En effet, (a) aucune 
sigmoidicit6 n 'apparai t  dans les courbes reliant les activit6s ~ la concentration du 
substrat  et de l'effecteur; (b) en coordonn6es de Hill, les courbes log { ( D - - L ) / L } / 1 O g  

[L-phenylalanine] et log {v/(Vmax--V)}/log Esubstrat] ont une pente dont la valeur 
est toujours sensiblement 6gale ~ I quels que soient le pH et la concentration du 
substrat  (Tableau III) .  

T A B L E A U  I I I  

C O E F F I C I E N T S  D ' I N T E R A C T I O N  P O U R  L ' E F F E C T B U R  ET LE S U B S T R A T  

E f f e c t e u r  d 6 s i g n e  l ' e f f e t  s t 6 r 6 o s p 6 c i f i q u e  D - -  L. L e s  t e s t s  s o n t  r 6 a l i s ~ s  e n  t a m p o n  b o r a t e  25  m M ,  
M g  2+ i r a M .  P o u r  n l ' e f f e c t e u r  v a r i a n t  d e  o ~ 20  m M ,  le  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 )  e s t  
5 m M .  P o u r  n '  l ' e f f e c t e u r  e s t  o o u  20  m M ,  le  s u b s t r a t  v a r i a n t  d e  o . 1 5  A I r a M .  

Enzyme  Coefficient d'interaction pour  
l'effecteur : n d* plus ieurs  p H  

Coefficient d'interaetion pour  
le substrat : n" ~ p H  8.5 

8.0 8.5 9.0 9.5 IO. i  o +D-Phe  +L-Phe 

C e r v e a u  0 . 9 7  i 0 . 8 2  I 1 .o  5 ~ I ~ i _ i 
I n t e s t i n  - -  - -  I . . . . .  
P l a c e n t a  - -  - -  I . . . . .  

Les r6sultats exp6rimentaux sont identifiables ~t quelques uns des cas envisag6s 
p a r  ~'RIEDEN 14. 

Le cas g6n6ral est repr6sent6 par le m6canisme suivant: 

K1 k5 
E + S ~ - E S  E S  --+E + P (i) 

K2 
E + M ~ - E M  (2) 

K 3  k6 
E S  + M ~_ E M S  E M S - - +  E M  + P (3) 

K ,  
E M  + S ~ - E M S  (4) 

o~ E est l 'enzyme, S le substrat,  M l'effecteur. 
Pour interpr6ter le ph6nom~ne d'effet st6r6osp6cifique, nous supposons que 

E'  repr6sente l 'enzyme activable par le complexe Mg z+ + D-acide amin6. Dans ces 
conditions M d~signe la diff6rence D--L. Les courbes parall~les (I/V) = f  (I/IS]) en 
pr6sence de I)- et de L-ph6nylalanine illustrent deux cas signal6s par FRIEDEN (a) "Cas 
limitant 3" dans lequel k 6 = o et K S = oo et off Km doit toujours diminuer lorsque 
la concentration de l'effecteur augmente. C'est effectivement ce que l 'on observe. 
(b) "Cas non limitant I "  dans lequel K , / K  3 = ks/k  e. Le fait que l'activit6 en pr6sence 
de L-ph6nylalanine soit toujours plus faible que l 'activite en pr6senee de D-ph6nyl- 
alanine implique k 6 < k 5 donc K 2 > K s. Le rapport  calcul6 K 3 / K  ~ est effectivement 
inf6rieur A I. Ce raisonnement ne permet donc pas de choisir entre les deux solutions, 
mais le fait que l 'enzyme modifi6e EMg *+ L-ph6nylalanine (activation par L-ph6nyl- 
alanine) soit dans certaines conditions plus active que E ou EMg 2+ (enzyme + Mg 2+ 
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incorpor6 au milieu r6actionnel) sugg~re que k 6 ne peut pas ~tre 6gal ~ z6ro. La 
deuxi~me solution rend aussi mieux compte d 'un  effet st~r6osp6cifique relat ivement 
faible r6sultant seulement d 'un  emp~chement st6rique par le radical organique 
attach6 au carbone a de l 'acide amin6. 

La D-ph6nylalanine ajout6e au milieu de test, soit Mg 2+ + acide amin6, et 
Mg 2+ incubant  produisent sur l 'enzyme un effet act ivateur de type  non comp~tit if  
ce qui est en accord avec une action de la ph6nylalanine par l 'interm~diaire de Mg 2+. 
Le cas "non l imitant 3 A" de FRIEDEN Oh K2/K a > ks/k 6 avec K 2 = K a est repr~sen- 
ta t i f  de cet 6tat. Km ne variant  pas, on a en effet K3/K 2 = i donc K2 = Ka ou k 6 > k 5. 

I~tant donn6 la tr~s faible activit6 de l 'enzyme sans Mg 2+, on peut h la limite 
n6gliger cette activit6 et supposer que la seule enzyme vraiment  active est l ' enzyme 
modifi6e par Mg *+. C'est alors le cas "limitant i a" de FRIEDEN dans lequel k 5 = o. 
L~ encore Kra ne variant  pas lorsque la concentrat ion en Mg 2+ augmente, on a le 
rapport  K3/K 2 = i. 

Action de quelques autres acides aminds ~ p H  8.5 
Tous les a-D-aminoacides produisent une activation de l 'enzyme C comparable 

celle obtenue avec u-ph6nylalanine. Les isom~res L sont aussi activateurs.  La fl- 
alanine a un effet presque nul; les acides amin6s substitu6s ont un effet nul ou faible 
(Tableau IV). 

T A B L E A U  IV 

ACTIVATION DE L'ENZYME C PAR QUELQUES DI~RIV1~S DES ACIDES AMIN'~S A pH 8. 5 

Les mesures  ont  6td fai tes  sur une solut ion e n z y m a t i q u e  dont  le degr6 d ' a c t i v a t i o n  pa r  Mg *+ 
i n c u b a n t  d6passa i t  I o o % .  Concn. acide a m i n 6 -  IO mM. 

Ala fl-Ala Gly Glycine Sareosine Dim~thyl- Bgtaine 
dthyl glycine 
ester 

% A c t i v a t i o n  enzyme  C 117 5 117 67 36 36 I O  

La glycine produit  l 'act ivat ion max imum et t o u s l e s  isom~res D produisent 
un effet 6gal. L'effet st6r6ospdcifique d6pend du poids mol6culaire des acides amin6s 
consid6r6s (Fig. 5). Pour  ceux dont le poids mol6culaire est faible (alanine, serine), 
il n ' y  a pas d'effet D--L. Pour  leucine, lysine, arginine et t ryptophane,  l'effet at teint  
ou d6passe 50 % (les valeurs des Km en prdsence des L-leucine et L- t ryptophane sont 
donn6es dans le Tableau II). Ils produisent donc un effet plus grand que la L-ph6nyl- 
alanine. Les L-diacides et leurs amides ont un effet faible (acide glutamique, glutamine) 
ou nul (acide aspartique, asparagine). La  conformation est impor tante :  leucine, iso- 
leucine et norleucine ont des effets diff6rents. 

L'effet st6r6osp6cifique incomp6tit if  sur l 'enzyme C n'est  donc pas sp6cifique 
de la ph6nylalanine, alors que sur I e t  sur tout  sur P, seuls la L-ph6nylalanine, le L- 
t ryp tophane  et ~ un degr6 moindre la L-leucine produisent un effet consid6rable 
(Tableau V). Cela est encore en faveur d 'une  action qual i ta t ivement  diff6rente de 
l 'acide amin6 sur les deux types d 'enzyme.  
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< 

D-Leu 
L-Asn 

Gly D-AIa L-Set L-Asp D-Phe 
100 ~ ~ A 

L-A[a ~ L-Nvo 
\ A  L-Orn L-GLn 

~(~ 0 CDL- Gtu 
~.dL-Thr 

L'PPo • 

L-Vat L- Nte 0 L-Phe 

\L 
\~g-Ile 

~)L-Leu 

0 
L-Lys 

5C I I 
100 150 

Poids mol6culaire 

D~Trp 

O L-Arg O L-Trp 

I 
20O 

Fig. 5. Action des acides amin6s A pH 8. 5 en fonction de leur poids mol6culaire. Tests: condi- 
tions habituelles en tampon borate 25 mM, concn, acide amin6 = IO mM. On donne la valenr 
ioo ~ l'activit6 en pr6sence de glycine; dans ces conditions l'activit6 de l'enzyme t6moin sans 
acide amin6 a la valeur 46. 

DISCUSSION 

Des pr@ara t ions  de phosphatase  alcaline p rovenan t  de deux esp~ces ont  6t6 

consid6r6es: bovine  (cerveau, intestin),  humaine  (placenta), alors que jusque 1A seules 

les enzymes du rat  (intestin) et humaines  (intestin, placenta) avaient  fai t  l 'ob je t  

d '~tudes cin6tiques d6taill6es. L ' enzyme  du cerveau de boeuf  se dist ingue des autres 

par  un effet ac t iva teur  des deux isom~res opt iques de la ph6nylalanine et d ' au t res  

acides amin6s et par un effet st6r6osp6cifique bien plus faible. 
L ' ac t iva t ion  observ6e en pr6sence de Mg ~+ et du subst ra t  paral t  ~tre sans rap- 

por t  avec le r6sultat  rapport6 par  FISHMAN ET GHOSH 4 sur la phosphatase  intest inale  

du rat  qui  peut  dans quelques cas 6tre activ6e par  la D-ph6nylalanine de mani~re 

comp6t i t ive  ("cas l imi tan t  3 D"  de FRIEDENla). Cette ac t iva t ion  in te rvenan t  no tam-  

ment  apr~s modificat ion de l ' enzyme par  ac6tylat ion ou t r a i t ement  par  des r6actifs 

de - S H ,  les auteurs  sugg&rent que toute  phosphatase  alcaline susceptible d '6tre 

TABLEAU V 

EFFET STI~R/~OSPI~CIFIQUE INCOMPETITIF SUR LES TROIS ENZYMES • pH 8. 5 

Les chiftres repr6sentent la moyenne de plusieurs d6terminations. Concn. acide amin6 = IO mM. 

Origine D -- L 
des enzymes 

D 

- - X  I 0 0  

L-Phe L-Trp L-Leu L-Lys L-Arg 

Cerveau 20 31 3 ° 35 32 
Intestin 35 5o 2o 2 o 
Placenta 65 65 4 ° o o 
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activ6e par la D-ph6nylalanine ne peut repr6senter qu'une prot6ine modifi6e et non 
une enzyme native. I1 ne peut s'agir non plus d'un ph6nom&ne cons6cutif ~ une 
d6naturation de l'enzyme puisqu'il n 'a pas 6t6 constat6 de diminution d'activit6 sp6- 
cifique apr6s une longue conservation des pr6parations ou apr6s dialyse prolong6e. 

Le mode de fixation de la phfnylalanine et de tousles  autres acides amin6s 
susceptibles ou non de produire un effet stfr6ospfcifique incomp6titif pourrait donc 
4tre diff6rent de celui qui est d6crit par FISHMAN ET GHOSH 5. Ces auteurs pensent 
que la phfnylalanine intervient sur un site m6tal de l'enzyme qui parait 4tre Zn 2 ~ 
d'apr6s leurs propres travaux et aussi ceux de I-IARKNESS 15. Dans le cas de l'enzyme 
du cerveau, nous avons montr6 que Mg 2+ paralt essentiel, bien qu'il ne soit pas 
absolument prouv6 que Zn 2+ ne participe pas ~ la formation du complexe (la pr6sence 
d'un Zn 2+ au site actif est gfn6ralement admise pour toute phosphatase alcaline). 
L'absence de sp6cificit6 de cette enzyme pour la phfnylalanine ou le tryptophane, 
contrairement aux enzymes du placenta et de l'intestin de veau, et l 'activation 
produite par tous les a-amino acides, sont aussi des arguments en faveur d 'un mode 
d'action qualitativement diff6rent. 

I1 est possible que d'autres phosphatases alcalines se comportent comme celle 
du cerveau de boeuf et que l'effet stfr6osp6cifique produit dfpende de leur sensibilit6 
au Mg ~+. En 1963, FISHMAN et al. 1 remarquaient d6j~ que la phosphat~tse alcaline de 
l'intestin humain, moins activable par Mg 2+ que l'enzyme de l'intestin de rat, est 
plus fortement affect6e par la L-ph6nylalanine. Les enzymes de l'os, du poumon et 
du foie sont activables par Mg 2+ (voir ref. 2) et peu sensibles A la L-ph6nylalanine 1. 
I1 en est de m4me pour renzyme du rein qui est tr6s activable par Mg 2+, de l'ordre 
de 9 lois selon BUTTERWORTH 16. 

Sur le r61e de Mg 2+, l'hypoth6se la plus souvent avancfe est que cet ion est 
n6cessaire comme entit6 catalytique 1~,18. Cependant, sur l 'enzyme du cerveau le fait 
qu'il agisse par pr6incubation avec l'enzyme et que l'activation soit de type non 
comp6titif, implique aussi une action directe sur l'enzyme. L'effet de Mg 2+ pourrait 
~tre analogue ~ celui qui a 6t6 mis en 6vidence sur la phosphoglucomutase 19-21 sur 
laquelle il agit ~ la fois comme entit6 catalytique et comme effecteur de la structure 
tertiaire du centre actif. Etant donn6 les difffrences de sensibilit6 des phosphatases 
alcalines au Mg ~+ il est concevable que, dans le cas d'une activation consid6rable 
(cerveau), Mg 2+ conf6re ~ l'enzyme une structure d6terminante pour son activit6 
et sa sensibilit6 aux acides amin6s. Dans le cas d'une activation plus faible (placenta), 
il est possible que le Zn 2÷ soit suffisant pour maintenir l 'enzyme clans un 6tat actif, 
ou que l 'arrangement des groupes du centre actif soit tel que l'enzyme se trouve d6j~ 
dans un 6tat actif et sensible ~ la L-ph6nylalanine. Quelques observations peuvent 
permettre de corroborer cette hypoth6se. Sur la phosphatase placentaire I-IARKNESS la 

d6montre que l'enzyme apr6s dfsactivation par dialyse contre EDTA peut ~tre r6acti- 
v6e par addition de Zn 2+. Sur l 'enzyme du cerveau, Zn 2+ seul ne permet aucune r6- 
cup6ration, m4me partielle, de l'activit6. I1 faut ajouter dans l'ordre Zn 2+ et Mg ~+ 
(voir ref. IO). CLARK ET PORTEOUS 18 (phosphatase intestinale de lapin), BELLAMIE 22 et 
J. ATTIAS ET S. BELAMIE (r6sultats non publi6s) (phosphatase intestinale de veau) 
aboutissent ~ une conclusion similaire ~ cette diff6rence pr6s que Zn 2+ seul permet 
une r6cupfration partielle de l'activit6 de l'ordre de 300/0 . 

Des travaux ayant pour but de prfciser le r61e des ions m6talliques bivalents 
dans Faction des phosphatases alcalines sont en cours dans ce laboratoire. 
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RI~SUMt~ 

I. La phosphatase alcaline c6r6brale (monoester orthophosphorique phospho- 
hydrolase, EC 3.1.3.1) est peu sensible ~ la L-ph6nylalanine. L'effet st6r6ospfcifique 
est seulement de 38% alors que les phosphatases alcalines de l'intestin de veau et du 
placenta humain sont affect6es ~ 65 % et 90%. Pour les trois enzymes, le ph6nom~ne 
est incomp6titif non allostfrique. 

2. A pH < 9.5 en prfsence de Mg ~+, l'isom6re D a un effet activateur sur 
l 'enzyme du cerveau qui n 'apparai t  pas sur les deux autres enzymes. La L-phfnyl- 
alanine est aussi activatrice par rapport  au t6moin et, son effet st6r6ospfcifique 
n'est  6vident que par comparaison avec l'isom6re D. 

3. L'activation est li6e ~ l'effet activateur du Mg 2+. Les deux ph6nom6nes sont 
en effet d6pendants du pH, pratiquement superposables de pH 8.5 ~ IO.O et de type 
non comp6titif. Mg z+ apparait  comme 6tant un site possible pour la fixation de la 
L-ph6nylalanine sur l 'enzyme du eerveau. 

4. T o u s l e s  acides a amin6s naturels ont un comportement identique. Les 
isom6res D produisent la m~me activation que la glycine, tandis que l'effet st6rfo- 
sp6cifique des isom6res L, eux-m4mes activateurs par rapport  au t6moin, d6pend de 
leur poids mol6culaire (effet nul pour alanine, serine; maximum pour tryptophane) 
et de leur conformation (effet diff6rent entre leucine, isoleucine, norleucine). Sur les 
phosphatases intestinale et placentaire, seuls ont un effet important  la L-ph6nyl- 
alanine et le L-tryptophane. 

5. Le mode d'action de la ph6nylalanine et des acides amin6s susceptibles de 
produire un effet st6r6osp6cifique sur l 'enzyme du cerveau paralt  donc diff6rent de 
celai d6j~ d6crit dans la litt6rature ~ propos de la phosphatase intestinale du rat  et 
du placenta humain. I1 est sugg6r6 que la forte ou la faible sensibilit6 au Mg ~+ de 
ces deux types d 'enzyme est responsable des diff6rences observ6es. Le r61e de Mg ~+ 
sur la r6activit6 des phosphatases alcalines est 6galement discut6. 
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