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SUMMARY 

Inorganic pyrophosphatase aclivity of bovine brain alkaline phosphatase 
I. The pyrophosphatase activity of alkaline phosphatase from bovine brain 

depends on Mg ~+ bound to the enzyme, rather than on the formation of the complex 
ion, MgP~O72-. Indeed, the Mg~+-enzyme (the enzyme preincubated with Mg ~+) 
hydrolyses the Mg2+-free pyrophosphate and its activity reaches a maximum value 
without Mg 2+ added to the assay medium. The Mg~+-free enzyme hydrolyses the 
MgP~O7 ~- complex, but a weaker activity is observed. Its activity towards PzO7 a-  

only reaches 1- 5% of the value obtained with the Mg~+-enzyme. 
2. When present at relatively high concentration, MgP~O7 2- is not hydrolyzed, 

but is able to activate the rate of p-nitrophenyl phosphate hydrolysis at pH 8.5, 
indicating that by its binding, MgPeO7 ~- has the same activating effect as Mg ~+. 

3- Among divalent metal ions which can bind to the enzyme, Mg ~+ is the most 
effective in inducing the pyrophosphatase activity. Mn ~+, Ni 2+, Co 2+ and particularly 
Zn z+ have weaker effects. 

4. It  is concluded that the true substrate of the pyrophosphatase activity of 
alkaline phosphatases is P~O7 4-, which behaves like a phosphomonoester. 

INTRODUCTION 

Les phosphatases alcalines (monoester orthophosphorique phosphohydrolase, 
EC 3.1.3.1) issues d'organes divers hydrolysent le pyrophosphate inorganique 1 7. S'il 
est bien connu que l'activit6 pyrophosphatasique se caract6rise par un pH optimum 
plus faible (pH 8.8) que celui que l'on observe g~n6ralement pour les phosphomono- 
esters (de 9.5 ~ Io.5 suivant l 'enzyme et le produit consid6r~), et surtout par l'effet que 
produit Mg 2+ qui n'est activateur qu'~ faible concentration, la forme sous laquelle le 
pyrophosphate est pr~f6rentiellement hydrolys6 est encore l'objet de r6sultats contra- 
dictoires bien que plusieurs auteursS, 7 s'accordent ~ penser que la forme complex6e 
MgP2072- est plus r6active que la forme libre. Disons qu'il s'agit 1~ d'une conception 
conforme aux conclusions sur les pyrophosphatases spdcifiques qui n'hydrolysent 
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que l'ion complexe MgP207 "-, car {t moins d'imaginer que l'enzyme peut agir selon 
deux m6canismes distincts, il parait a priori discutable d'attribuer/~ la forlnation de 
l'ion complexe un r61e d6terminant. On sait en effet que c'est le m~me site qui est 
responsable des activit6s monophosphoest6rasique et pyrophosphatasique a,4 et il 
n'existe pas de cas o/~ l'on ait clairelnent d6montr6 que Mg 2+ agit au niveau du sub- 
strat si celui-ci est un ester orthophosphorique. On pourrait ajouter ~ cela que si 
toutes les phosphatases alcalines paraissent ~tre dou6es d'activit6 pyrophosphata- 
sique elles sont en g6ndral diversement activ6es par Mg "+, ind6pendamment de la 
nature du substrat, suivant leur origine et leur degrd de puret6. 

Dans un article consacr~ ~ l'~tude du processus d'activation de la phosphatase 
alcaline du cerveau par Mg ~ (ref. 8), nous avons montr6 que l'ion m6tallique se lie 
r6versiblement ~ l 'enzyme et sugg~rd qu'il s'en suit un changement conformationnel 
qui conf~rerait ~ l 'enzyme une structure particuli~rement propice ~ l'activit6 hydro- 
lytique, rendant ainsi compte de la forte activation constat~e (5-14 fois si le substrat 
est un ester orthophosphorique). Si nous n'excluons pas pour l'ion m6tallique li6 la 
possibilit~ d'avoir un r61e catalytique direct qui pourrait ~tre de favoriser la rupture 
du complexe interm6diaire phosphorylenzyme, nous consid6rons par contre qu'une 
action n6cessaire sur la moldcule de substrat n'est pas concevable. On devrait donc 
logiquement s'attendre /~ une conclusion semblable en ce qui concerne l'activit6 
pyrophosphatasique. 

Les rdsultats auxquels nous aboutissons tendent effectivement ~ montrer que 
l'activit6 pyrophosphatasique de la phosphatase alcaline de cerveau de boeuf ddpend, 
comme l'activit~ monophosphoest~rasique, de Mg ~+ li~ ~ l'enzyme plutbt que de la 
formation pr6alable du complexe MgP20~ ~-. 

MATI~RIEL 

La phosphatase alcaline du cerveau de boeuf a 6t6 pr6par6e comme pr6c6dem- 
ment d6crit 9. L'extrait utilis6 avait une activit6 sp~cifique sup6rieure ~ 4oo #moles 
de p-nitroph6nol lib6r6/min par mg de protdine dans les conditions suivantes : p-nitro- 
ph~nyl phosphate 5 mM, MgC12 I inM en tampon NaHCOa-Na~CO ~ 33 mM (pH IO.O) 
dans un volume final de 2.5 ml plac6 ~ 37 °C (eM p-nitrophdnol = 18 3oo). 

"L'enzyme-Mg 2+'' et les autres enzymes modifi6es 6taient obtenues par incu- 
bation de l'enzyme purifide avec l'ion mdtallique ~ 4 °C pendant un temps prolong& 
La concentration finale ~tait I mM (5 mM dans certains cas) pour MgCI,, 5 mM pour 
NiC12, MnCI,, CoCI~ 1.6 mM pour ZnCI~ en tampon Tris-HC1 o.o5 M, NaC1 o.I M (pH 8.o). 

A ctivitd pyrophosphatasique 
Le milieu d'essai standard contenait Na4P207 et MgC12 aux concentrations 

choisies en tampon Tris-HC1 25 mM, NaC1 25 mM (pH 8.8) dans un volume final de 
2.5 ou 5 ml plac~ ~ 37 °C. Aprbs IO ou 20 min d'incubation avec l'enzyme en quantit~ 
convenablement choisie, des portions de I ml 6taient pr61ev6es et imm6diatement 
ajout6es ~ 5 m! de tampon ac~tate 0.27 M (pH 4.0) contenant CuSO4 IO mM afin 
d'arr~ter la r6action. Ce tampon et les autres r6actifs utilis~s (molybdate d'ammonium 
et m6thylamino-4-ph6nol sulfate) sont ceux de la m6thode de Delsal et Manhouri 1° 
pour le dosage du Pi. I1 a ~t6 v6rifi~ que la r6action 6volue selon un processus d'ordre 
z~ro. Nous pr6cisons 6galement que le taux d'hydrolyse initial de la solution de 
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Na~P~O~ a toujours 6t~ contr616, qu'il n'6volue pas au cours de la rfaction et que le 
phosphate lib6r6 se trouve en concentration trop faible pour avoir un effet d6celable 
sur l 'activit~ de l 'enzyme. 

Concentration des esp~ces prdsentes dans le milieu d'essai 
I1 a 6t6 d6montr6 que lorsque PPi et MgC12 sont mis en pr6sence en solution 

aqueuse, la formation des complexes est instantan6e n. Les constantes de stabilit6 ont 
6t6 d6termin6es par Lambert  et Watters  1~ pour la formation des complexes MgP~O72- 
et Mg2P20~. 

~- ~MgP*O~*-~ = IO ~'~ (I) 
K ~ o ~  : [Mg~+]EP~O~ ~-] 

[Mg~P~O~] 
= = ~o*-* (2) KM~P~O~ [Mg*+] [MgP*O~ *- ] 

Le dernier pK de l'acide pyrophosphorique 6tant 8.2, on consid~re qu'~ pH 8.8, 
l'esp~ce proton6e P,O~H ~- est prat iquement inexistante ou ndgligeable. Pour 6viter 
toute confusion et pour simplifier l'6criture nous avons choisi les expressions [Mg~+]t 
et [PPl~t pour d~signer les concentrations globales de MgCI, et de pyrophosphate.  

Si [PPi]t est plus grand que [Mg~+]t, il n 'y  a pas de Mg 2+ libre. Les seules esp~ces 
en pr6sence sont PaO~ ~ , et MgP~O~ ~- dont la concentration est 6gale ~ [Mg~+~t intro- 
duit dans le m61ange. La concentration de P~O~ *- est donc donn6e par la relation 

[P20~ a-] = [PPI]t [Mg2+~t (3) 

Si [MgZ+]t est en exc~s, il se forme d 'abord le complexe MgP~O~ ~-, puis le com- 
plexe Mg~P~O~ dont les concentrations en solution peuvent ~tre d6termin6es par les 
relations I et 2. Dans le Tableau I nous donnons quelques valeurs des concentrations 
de ces complexes et de Mg ~+ libre calcul6es pour des valeurs de [PPi]t et [Mg~+]t 
utilis6es dans cette 6rude. 

R~SULTATS 

Cas de l'enzyme purifide 
Butterworth 5, pour l 'enzyme du rein de porc, puis Nayudu et Miles 7, pour 

l 'enzyme de muqueuse intestinale de souris, ont montr6 que la relation v = f ([PPilt) 
est michaelienne, si le rapport  [Mg~+lt/[PPi]t est constant. Si [MgZ+lt est constant, 
la relation v ---- f ([PPllt) est repr6sent6e par une courbe sigmoide. Nayudu et Miles 7 
parlent dans ce cas de comportement pseudo-allost6rique ce qui semble d'ailleurs ne 
pas ~tre typique des phosphatases alcalines, mais de toute enzyme qui n6cessite la 
pr6sence d'ions m6talliques et dont le substrat  est un agent complexant (cas de la 
lucif6rase, Denburg et De Luca13). 

Avec l 'enzyme purifi6e du cerveau, d6pourvue de Mg 2+, on fait les observations 
suivantes : 

(I) Quelles que soient les valeurs de [PPilt et [Mg*+]t et quel que soit le pH, les 
cin6tiques d'hydrolyse sont lin6aires pendant 40 min au moins. Si MgC12 est absent 
du milieu d'essai, l 'activit6 est tr~s faible : de i ~ 5 % de l 'activit6 maximum observ6e 
en pr6sence de MgCI~. 

(2) [PPl~t 6tant maintenu constant, on fait varier IMg~+lt (Fig. i). Pour 
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Fig. i. Influence de ~Mg2+Jt sur  l 'activitd pyrophospha tas ique  (enzyme purifide ddpourvue de 
Mg:÷). Le milieu d'essai contient :  Tris-HC1 25 mM, NaC1 25 mM (pH 8.8), {PPi]t = i mM et 
MgCI~. Ici comme dans les autres  schdmas, les unitds d'activitd enzymat ique  sont  arbitraires. 

Fig. 2. influence de [PPi]t sur l 'activit6 pyrophospha tas ique  (enzy~ne purifide dd.pourvue de Mg=+). 
Le milieu d'essai contient:  Tris-HC1 25 mM, NaC1 25 mM (pH 8.8). ( ) - - O ,  (Mg=+]t/[PPilt = o.7. 
~ - - ~ ,  ~Mg~+~t = 0. 7 mM. 

IPPi] t  = I mM, l ' ac t iv i t6  est m a x i m u m  pour  [Mg~+lt = 0. 7 mM. Au-delA de cet te  
concent ra t ion ,  l ' ac t iv i t6  d iminue  rap idement .  Si [PPi l t  = 2 mM, il n ' y  a d ' inh ib i t ion  
que pour  des valeurs  de [Mg~+}t sup~rieures A 1. 4 raM, soit  un r a ppo r t  [Mg~+lt/IPPilt 
encore 6gal ~ 0. 7, mais  pour  lequel le m a x i m u m  d ' ac t iv i t6  est plus faible que pr6c~- 
demment .  L ' ac t iv i t6  de l ' enzyme d @ e n d  done ~ la fois de [Mg~+lt et  de I P P i ] t  a v e c  

inhib i t ion  par  execs dans  les deux cas. L ' inh ib i t ion  p rodui te  par  [Mg~+lt peut  fitre 
to ta le  alors que celle p rodui te  pa r  I P P i l t  est plus faible et n ' a p p a r a i t  qu 'au-de l~  de 
concen t ra t ions  trSs supdrieures ~ celles qui sont  no rma lemen t  utilis6es pour  les essais. 

(3) La  re la t ion v = f ([PPilt) est  michael ienne,  si [Mg2+lt/EPPiit 0. 7. Si 
IMge+]t = o. 7 mM, la courbe est une s igmoide (Fig. 2). Nous observons done quali-  
t a t i v e m e n t  les m~mes ph6nom~nes que B u t t e r w o r t h  ~ puis  N a y u d u  et Miles:. 

(4) La  seule consid6rat ion de ces r6sul ta ts  t end ra i t  6v idemment  A montrer ,  
comme l 'on t  fai t  ces auteurs ,  que le v~ri table  subs t ra t  n ' es t  au t re  que le complexe 
MgP~O~ ~ , ne serai t -ce que parce que l 'act ivi t f i  m a x i m u m  est obtenue  ~ des valeurs  
de [Mg~+]t et de [PPi]t  pour  lesquelles l 'esp~ce MgP~O~ ~ est pr~dominante .  On sait  
aussi  que l ' ac t iv i t6  est  tr~s faible si MgC12 est absent  du mil ieu d 'essai .  Raisonner  
ainsi, c ' es t  n6gliger ce que nous avons mis en 6vidence concernant  l ' ac t ion  directe  
de Mg ~+ sur la s t ruc ture  de l ' enzyme ~ou supposer  a priori  que le complexe MgP20~ 2 
a l e  mfime effet que l ' ion magndsium libre. 

Cas de l 'enzyme-Mg 2+ 
(I) A l ' inverse  de l ' enzyme purifi6e qui  est tr~s peu act ive vis-/~-vis de l ' hydro-  

lyse du py rophospha t e  si MgC12 est absent  du mil ieu d 'essai ,  l ' e n z y m e - M g  2+ est nor-  
m a l e m e n t  act ive.  On cons ta te  en effet que la vitesse ini t ia le  de la r6act ion d ' hyd ro lyse  
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n ' e s t  p a s  a u g m e n t 6 e  p a r  a d d i t i o n  d e  M g  ~÷. C e t t e  s e u l e  i n d i c a t i o n  p e r m e t  d ' a f f i r m e r  

q u e  P ~ 0 7 4 -  e s t  u n  a u  m o i n s  a u s s i  b o n  s u b s t r a t  q u e  M g P ~ 0 ~  ~-  p r i s  d a n s  le c a s  off 

[ M g l + ] t / I P P i l t  = 0. 7. E n  e f f e t ,  [Mg~+l t  a p p o r t 6 e  d a n s  le m i l i e u  d ' e s s a i  a v e c  l ' e n z y m e  

e s t  t o u j o u r s  t r ~ s  f a i b l e  d e v a n t  ~PPi~t.  L a  c o n c e n t r a t i o n  d e  M g P ~ 0 7 2 -  q u i  se  f o r m e  

d a n s  ce s  c o n d i t i o n s ,  q u i ,  d ' a p r ~ s  l a  r e l a t i o n  3, e s t  6 g a l e  ~ [Mg~+l t  i n t r o d u i t  a v e c  

l ' e n z y m e ,  e s t  d o n c  t o u j o u r s  f a i b l e  e t  n 6 g l i g e a b l e  d e v a n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  de  P~Ov 4 . 

(2) L a  c i n 6 t i q u e  d ' h y d r o l y s e  d e  P 2 0 v  ~-  e s t  l i n 6 a i r e  p e n d a n t  l O - 1 5  r a i n .  A u -  

d e l l ,  e l le  s ' a p l a t i t  r a p i d e m e n t  ce  q u i ,  s e l o n  t o u t e  v r a i s e m b l a n c e ,  c o r r e s p o n d  /~ u n e  

p e r t e  de  M g  ~+ p a r  l ' e n z y m e  a u  p r o f i t  d e  P , O ~  ~-. 

(3) L a  r e l a t i o n  v = f ( I P P i l t )  e s t  m i c h a e l i e n n e  e x a c t e m e n t  c o m m e  d a n s  le c a s  

off I M g ~ + ] t / ! P P i l t  = 0. 7. 

(4) D ' a p r ~ s  l e s  r d s u l t a t s  i l l u s t % s  d a n s  F i g .  3, il e s t  c l a i r  q u e  P~Ov ~-  e s t  u n  

m e i l l e u r  s u b s t r a t  q u e  M g P e O 7  ~ . P o u r  d d t e r m i n e r  ce l a ,  il a su f f i  d e  m e s u r e r  l ' a c t i v i %  

d e  l ' e n z y m e - M g  e+ d a n s  u n  m i l i e u  d ' e s s a i  c o n t e n a n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d e  

MgCle .  L a  c o u r b e  o b t e n u e  e s t  u n e  s i g m o i d e .  E l l e  m o n t r e  q u e  l ' a c t i v i t d  d i m i n u e  

T A B L E A U  I 

CONCENTRATIONS DE Mg ~÷, MgP,O~ ~- ET Mg,P,O~ CALCULI~ES POUR DES VALEURS DE [MgZ+]t > 
IPPI]t 

[ P P i J *  f M g  ~+ 7t 0.1" 0 .15  0.2 0. 3 0.4 0 .5  0.6 0.8 Z ~'5 
( r a M )  : ( m M )  

Mg 2+ o. I 0.05 
MgP207 ~- 0.2 0.097 o.148 
Mg~P~07 0.002 0.002 
Mg ~+ 0.2 o . i  5 o . i  
MgP~O~ ~- 0.3 0.095 o.144 o.195 
Mg~P20~ 0.005 0.005 0.005 
Mg ~+ 0. 3 0.25 0.2 o . i  
MgPzO~ =- 0.4 0.092 o.141 o.19o o.292 
Mg~P~O~ 0.007 0.009 0.009 0.007 
Mg ~+ 0. 4 0.35 0. 3 o.2 o.I 
MgP~O~ 2- o.5 0.09 o.137 o.186 0.285 o.39o 
Mg=PzO~ 0.009 o.o12 O.Ol 4 O.Ol 4 O.OLO 
Mg ~ 0. 5 0.45 0. 4 0. 3 0.2 
MgP~O7 ~- 0.6 0.088 o.134 o.181 0.279 o.381 
Mg~P~O 7 O.Oli O.Ol 3 o.o18 o.o21 o.o19 
Mg 2+ 0.6 0.55 0.5 0.4 0.3 
MgP~O7 ~- 0. 7 0.086 o.131 o.177 0.272 0.372 
Mg2P207 O.Ol 3 o.o18 0.022 0.027 0.028 
Mg z+ 0. 7 0.65 0.6 0. 5 0. 4 
MgP~O~ ~- 0.8 0.085 o.128 o.174 0.266 0.363 
MgzPiO ~ o.o15 o.o21 0.026 0.034 o.o37 
Mg 2+ 0.9 0.85 0.8 0. 7 0.6 
MgPzO~ ~- t o.o81 o.123 o.166 0.255 0.347 
Mg~P~() 7 o.o18 0.026 0.033 0.045 0.052 
Mg z+ 1.4 1.35 1.3 1.2 I .I 
MgP~Or z- 1. 5 0.073 o . I I I  o.15o 0.23 ° o.313 
Mg,P20~ 0.026 0.038 0.049 0.070 0.087 
Mg ~+ 1.9 1.85 1.8 1.7 1.6 
MgP~O~ ~- 2 0.067 O.lO2 o.137 o.21o 0.285 
MgzP,O7 0.032 0.048 0.062 0.09 ° o.I I5 
Mg *+ 2.4 2-35 2.3 2.2 2.1 
MgP~O~ l -  2.5 0.062 0.094 o.126 o.193 o.261 
Mg~P20~ 0.038 0.056 0.073 O. lO 7 o.138 

o. i  
0.487 
o .oi2  
0.2 O.I 
0.476 O.585 
0.024 O.O15 
0. 3 0.2 
O-465 O-571 
0.035 0.029 
0. 5 0. 4 0.2 
0.444 0.545 O.761 
0.056 0.055 O.O38 
I .O 0. 9 0. 7 
0.339 0.489 0.680 
O.I O.I I I  O.120 
I "5 I "4 1.2 
0.363 0.443 O.614 
O.137 O.156 O.186 
2.0 1.9 I "7 
0.332 0.406 0.560 
O.168 O.194 0.240 

0.5 
0.888 
o.112 
i .o 0. 5 
o.799 1.332 
o.2ol  o.168 
i . 5  i . o  

o.726 1.198 
0.274 o.3o2 
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Fig. 3. Ac t i on  de [Mg~+]~ sur l ' ac t i v i t #  py rophospha tas ique  (cas de l 'enzyme-Mg~+) .  Le  mi l ieu  
d'essai con t ien t :  T r i s - H C ]  15 raM, NaC]  !5  m M  (pH 8,5). [Mg*+]~ appor t~e avec l ' enzyme dans 
le mi l ieu  d'essai : o.o 5 raM. [PP~]t : o. 5 raM. 
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Fig. 4. Repr6sentat ion de L ineweaver -Burk  pour  l 'activit~ pyrophosphatas ique .  Le milieu d'essai 
contient  Tris-HC1 25 mM, NaC1 25 mM (pH 8.8). [PPL]t varie de o . i - i  mM. © - - O ,  enzyme-Mg *+. 
Le milieu d'essai ne cont ient  que [Mg*+]t apport6e avec l 'enzyme ~Mg2+]t -- io/~M. IMgPiO~-I  
est n6gligeable devant  [P,O~*-]. ~ - - O ,  enzyme purifi6e d6pourvue de Mg z+, IMgZ+]t/[PPl]t = 0. 7. 
L'esp~ce MgP,O~ *- est pr~dominante.  

Fig. 5. Inhibi t ion  de l 'hydrolyse, du p-ni t roph6nyl  phospha te  par  l ingO7 4 -  et MgP,O7 ~- en t a m p o n  
bora te  25 mM (pH 8.8) (enzyme-Mg*+). La concentrat ion en p-ni t roph4nyl  phospha te  varie de 
o . i s - I .  5 mM. [Mg~+]t apportde avec l 'enzyme est 4/~M, donc ndgligeable. Pour  le tdmoin, on a 
ajout4 (~---O) ou non ( O - - C ) )  [Mg*+]t = 0.7 mM au milieu d'essai. / k - - A ,  on a ajout6 [PPl]t 
~ mM et [Mg~+]t = o. 7 raM. ~,--A,  on a seulement  ajout6 [PPl]t i mM; le milieu d'essai ne con- 
t ient  que [Mg~+]t apportde avec l 'enzyme. 
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d'autant  plus qu'il se forme plus de complexe MgP~O72-. La premiere portion de la 
courbe correspond ~ la disparition de P~O74-. Pour IMg~+lt/IPPilt = I, c'est-A-dire 
lorsque la seule esp~ce r~active est MgP20~ 2-, l'activit6 initiale de l'enzyme est prati- 
quement diminu6e de moitid. En premiere approximation, P~O7 a- est donc hydrolys6 
deux lois plus vite que MgP~O~ ~-. La deuxi~me portion de courbe correspond ~ 
l'apparition de Mg ~+ libre, ~ la disparition de MgP20~ ~- et ~t l'apparition de Mg~P~O~ 
qui n'est probablement pas hydrolys6. 

(5) La valeur de Km est plus faible pour l'enzyme-Mg ~+ essayde sans MgCI~ 
que pour l'enzyme-Mg ~+ ou l'enzyme purifide essaydes en prdsence de MgCI~. L'affinit6 
de la phosphatase alcaline c6rdbrale est donc plus grande pour P~O~ 4- que pour 
MgP20~ ~- (Fig. 4)- La diffdrence paralt plus nette encore avec l'enzyme du placenta 
humain alors que les V sont peu diff6rents (Cathala, G., observation non publide). 

Ef~et de P2074 et MgP20~ ~- sur l'hydrolyse d'un phosphomonoester 
Le phosphomonoester choisi est le p-nitroph6nyl phosphate; on a successive- 

ment rdalis6 des conditions exp6rimentales favorables et ddfavorables ~ l'activit6 
pyrophosphatasique. 

(I) Le pH de la r6action est 8.8 (tampon borate 25 raM), c'est-~-dire le pH 
optimum d'hydrolyse du pyrophosphate. On observe que MgP~O: 2- (cas o~ ~Mg~+~t/ 
IPPilt = 0.7) et P~O74- (cas de l'enzyme-Mg ~÷) sont des inhibiteurs compdtitifs de 
l'hydrolyse du p-nitroph6nyl phosphate (Fig. 5). 
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Fig. 6. ~ct~v~t~on de l'Syd~o]yse du ~ - ~ o ~ 5 ~ n y l  p S o s p ~ t e  ~ Mg =+ et ]es comple~es du ~y~o- 
~hos~h~te. ~nreg~s~rement ~ e c t  obte~u ~vec u~ s~ect~o~5otom~tre Un~c~m S~ 8oo. Condit ions 
ex~r~me~t~les:  ~ - ~ t ~ o p h ~ y l  ~ h o s ~ e  5 m ~  en t~m~on borate ~5 m ~  (pH 8.5). (~) ~mo~n ,  
~g=+~ ~jout~e ~u mil ieu ~'ess~ = 5 m ~  (e~zyme 9u~5~e d ~ o u ~ v u e  de ~g=+). (b) O~ ~ ~jout~ 
~u m~l~eu ~'ess~: ~ ~.5 m ~  et ~ g = + ~  5 m ~  condit ions ~our les~ue[]es les concentrat ions 
des esp~ces ~#~se~tes so~t: ~ +  = 2. 5 m~ ,  ~ = O ;  ~- = ~-534 m~ ,  ~=~=O~ = o.965 m~ .  (c) 
~ = + ~  ~jout~e ~u m~Heu ~'ess~ est 5 m ~ ,  m~s  1'enzyme ~ ~t6 ~ r~ l~b leme~t  Jncub~e ~vec ~g~+ 
(enzyme-~g=+). 

~ g .  7. R~ct~v~t~ ~e quelques com~le~es m~ta]]Jques v~s-~-vJs de l ' e ~ z y m e - ~  =+. ~our  ~ P ~  = 
o. 5 m~ ,  o~ ~ ~jout~ des concentrat ions c~oiss~ntes d'Jo~s m6t~]lJques div~le~ts (m~mes condit ions 
que ~ig. 3). ~=+ = ~g=+ ( ~ ) ;  = ~=+  ( ~ ) ;  = Zn=+ ( ~ ) ;  = ~ = +  ( & ~ & ) ;  = Co~+ 
( ~ ) .  
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P~O~ ~ est un inhibiteur plus puissant que MgP20~ s- ce qui confirme qu'il est 
un meilleur substrat vis-a-vis de l'activit6 pyrophosphatasique. 

(2) Si les conditions exp6rimentales sont d~favorables ~ l'activit6 pyrophos- 
phatasique, on constate que les complexes du pyrophosphate peuvent activer l 'hydro- 
lyse du p-nitroph6nyl phosphate (Fig. 6) en donnant ~ l 'enzyme d6pourvue de Mg s+ 
une activitd dgale 5~ celle de l 'enzyme-Mg ~+. On a donc 1/t un ph6nom~ne semblable 
~ celui que nous avons observ6 dans le cas oil un acide amind est ajout~ au milieu 
d'essai en pr6sence de Mg s~ (ref. 14). 

I1 faut donc en d6duire que le complexe MgPsO~ s et peut-~tre aussi le com- 
plexe MgsPsO 2 sont susceptibles de se lier ~ l'enzyme au site r6cepteur du Mg s-*, 
comme Mg 2+ libre. 

Cas de l'enzyme incubde avec d'autres ions mdtalliques bivalents 
Si la phosphatase alcaline du cerveau, purifi6e et dialys6e, est incub6e avec 

Mn e+, Ni s~, Co s+ ou Zn 2+, les enzymes nouvellement obtenues ont une activitd pyro- 
phosphatasique plus faible que l 'enzyme-Mg s+. Par rapport ~t l'activit6 de l 'enzyme- 
Mg s+, les taux d'activit6 de ces enzymes sont plus faibles qu'ils ne l'6taient, lorsque 
le substrat 6tait le p-nitroph6nyl phosphate s, notamment pour Mn s+, Ni ~+ (50% de 
l'activit6 de l 'enzyme-Mg 2+) et Co s+ (20%). 

Dans la Fig. 7, on a reprdsent6 l'effet des complexes formds avec ces ions 
m6talliques sur l'activitd pyrophosphatasique de l 'enzyme-Mg ~+. Les courbes sont 
diff~rentes selon l'ion m~tallique considfrd et il n'existe pas de complexe qui soit 
aussi catalytiquement actif que PsOr a . I1 est aussi int6ressant de remarquer que le 
complexe pr6sum~ ZnPzO7 s n'est pas hydrolys6 (cas o/~ ~ZnZ+i t /~PPi~t  = I ) .  

I1 a ~td montr6 ~s que PPi et Mn s+ (mais pas Mg ~+) forment en solution trbs 
dilu~e, des agr6gats non hydrolysables par la pyrophosphatase inorganique de levure 
(EC 3.6.~.I). I1 est par consdquent possible que la chute brutale d'activit~ que nous 
observons pour IMnS+lt faible soit due ~ la formation de ces agr~gats qui ne seraient 
pas davantage hydrolys6s par la phosphatase alcaline. Pour Co s-~ le ph6nombne est 
peut-~tre identique. 

DISCUSSION 

Pour la raison que l'addition de Mg s+ n'augmente que tr~s peu l'activit6 pyro- 
phosphatasique des phosphatases alcalines de l'intestin et du foie humains, Eaton 
et Moss 3 ont estim6 que la formation de l'ion complexe MgPsO7 s- n'6tait pas une 
condition n~cessaire. D'autres auteurs ont au contraire attribud ~t ce complexe un 
r61e dfiterminant en concluant qu'il est le v6ritable substrat m~me si la forme libre 
est aussi hydrolys~e (Butterworth 5 pour l 'enzyme de rein de porc et Nayudu et Miles 7 
pour l 'enzyme d'intestin de souris). La premiere de ces conclusions est une simple 
d~duction logique, l 'autre est inevitable si l'on consid~re que l'activit6 pyrophos- 
phatasique est augment6e alors que la forme compMx6e MgP207 s- est pr~dominante 
dans le syst~me, et que Mg 2+ en est absent excluant ainsi toute hypoth~se d'une action 
de l'ion m6tallique libre sur l'enzyme. 

Les r6sultats que nous pr~sentons ~ propos de la phosphatase alcaline du cer- 
veau, faisant suite ~t l'6tude cin6tique que nous avons faite de 1'activation par Mg s+ 
(ref. 8), d6montrent pr~cis6ment que l 'augmentation d'activit6 pyrophosphatasique 
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est explicable du fait de la seule association r6versible et relativement stable qui 
s'6tablit apr~s une incubation prolong6e de l'ion m~tallique et de l'enzyme. L'activit~ 
observ6e de l 'enzyme-Mg 2+, qui est en vitesse initiale de 2O-lOO fois sup6rieure ~ 
celle de l 'enzyme purifi6e d6pourvue de Mg z+, conduit ~ cette conclusion immediate. 
La liaison enzyme-m6tal est par consdquent doude d'une certaine stabilitd vis-a-vis 
de ce substrat complexant qu'est PPi mais qui se comporte en d6finitive comme un 
phosphomonoester quelconque. 

Nous constatons par ailleurs, comme ceux qui admettent que MgP20~ ~- est le 
v6ritable substrat, que la faible activitd pyrophosphatasique de l'enzyme ddpourvue 
de Mg ~+ peut ~tre largement augmen%e si les conditions exp~rimentales sont cor- 
rectement choisies parmi des valeurs de IMg2+Jt et [PPilt assurant la prdsence simul- 
tande de PeOv 4 et MgP~O~ e ; le cas le plus favorable 6tant donnd par IMg~+]t/ 
[PPilt -- 0-7, soit lorsque MgP2Ov ~- est prddominant. I1 va de soi qu'il ne peut ~tre 
question ici d'une association ion mdtallique-enzyme dtant donn6 les valeurs dlev6es 
des constantes de stabilit6 des complexes. MgPeO72- est donc hydrolys6 aussi, mais 
toujours plus faiblement que PeO~ ~- par l 'enzyme-Mg 2+ ce qui confirme d'embl6e 
que sa formation n'est pas une condition ndcessaire. Le fait que Km pour P20~ a- ait 
une valeur plus faible que Km pour MgP~O~ ~- va aussi dans ce sens. 

L'hydrolyse de MgPeO~ 2- alors qu'il n 'y  a pas de Mg ~+ libre s'explique ais6ment 
si l'on con~oit que ce complexe peut avoir sur le site r~cepteur du Mg e+ de l'enzyme 
un effet analogue h celui de Mg 2+ libre. L'activation quasi instantande de l'hydrolyse 
du p-nitroph6nyl phosphate dans des conditions de pH oh celle produite par Mg e+ est 
lente, alors que [Mg~+ 1 libre est diminude et que l'activit6 pyrophosphatasique est 
inhibde, sugg~re effectivement que l'un des complexes au moins dolt fitre considdrd 
comme activateur. 

Dans notre p%cddent article s, nous avons discutd l'idde selon laquelle Mg 2+ lid 
h l 'enzyme pourrait avoir un effet catalytique direct en favorisant la rupture du com- 
plexe intermddiaire phosphorylenzyme. Les rdsultats prdsentds ne sont pas en contra- 
diction avec cette hypoth~se, mais ils n 'apportent en sa faveur aucun argument 
suppldmentaire. On peut au mieux sugg~rer, puisque les facteurs d'activation sont 
diff6rents, que Mg ~+ lid parMt plus indispensable encore pour l'activit~ pyrophos- 
phatasique, qu'il ne l'est dans le cas oh le substrat est un phosphomonoester. 

A l'image de suggestions d6j~t exprimdes dans des 6tudes sur le mdcanisme 
d'hydrolyse du pyrophosphate inorganique et des nucldosides pyrophosphate ~ par 
les phosphatases alcalines, nous dirons encore sur l'ensemble de ces rdsultats et de 
ceux prdcddemment discutds s, qu'ils appuient fortement la th~se selon laquelle Mg 2+ 
pourrait ~tre un dl6ment de %gulation dans le mdcanisme d'action de ces enzymes. 

R~SUM~ 

I. L'activitd pyrophosphatasique de la phosphatase alcaline du cerveau 
ddpend de Mg 2+ lid ~ l 'enzyme plut6t que de la formation de l'ion complexe MgP207 ~-. 
En effet, l 'enzyme-Mg 2+ (enzyme prdincub6e avec Mg ~+) hydrolyse le pyrophosphate 
libre et son activit6 n'est pas augmentde par addition de Mg t+ au milieu d'essai. 

L'enzyme d6pourvue de Mg 2+ hydrolyse l'ion complexe MgP~O72-, mais plus 
faiblement. Son activit6 sur P20~ 4- atteint seulement 1-5% de la valeur obtenue 
avec l 'enzyme-Mg ~+. 
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2. A des concentrations relativement ~lev6es, MgP~O7 e- n'est pas hydrolys6 
mais peut activer la vitesse d'hydrolyse du p-nitroph~nyl phosphate ~ pH 8.5. De 
par sa liaison avec l'enzyme, MgP2072- a probablement le m~me effet que Mg 2+ libre. 

3. Parmi les ions m6talliques divalents susceptibles de se lier ~ l'enzyme, 
Mg ~+ est celui qui produit la plus forte activit6 pyrophosphatasique. Mn ~+, Ni ~+, 
Co 2+ et surtout Zn ~+ ont des effets plus faibles. 

4. I1 est conclu que le v6ritable substrat de l'activit6 pyrophosphatasique est 
P20~ a-, lequel se comporte finalement comme un phosphomonoester. 
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