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The alkaline phosphatase of beef, horse, pig and sheep brain have been purified. In each case, the alkaline phos- 
phatase activity can be separated into two or three components by DEAE-cellulose chromatography and by electro- 
phoresis. Although the properties of these enzyme fractions are very similar, there are sufficient differences to iden- 
tify each species. 

Furthermore two of the three components separated in sheep brain differ in their Michaelis constants using p 
glycerophosphate as substrate, whereas the two pig brain components are not different in this respect. This supports 
the view of two alkaline phosphatase isoenzymes in sheep brain. 

1. Introduction 

La plupart des phosphatases alcalines se prksentent 
sous deux ou plusieurs formes actives dont les pre 
priktCs sont t&s proches [l-4] . PlutBt que des isoenzy- 
mes, ces formes souvent interconvertibles sont consi- 
d&kes comme des “variantes chromatographiques ou 
Blectrophorktiques” d’un enzyme unique. Pourtant, 
des diffkrences faibles mais caractkristiques sont par- 
fois signalbes [S-6] . Sur des extraits partiellement 
purifks de cerveau de mouton, Saraswathi et Bachha- 
wat [7-81 ont montrk l’existence de deux formes dif- 
fkencikes par leur affinitC pour le 5’-AMP et le pyridoxal 
Sphosphate. 

Dans un travail prCc6dent [9], nous avons dkrit 
Ies propri&Cs de la phosphatase alcaline du cerveau de 
boeuf et montrC que l’enzyme qui est sans action sur 
le pyridoxal+phosphate est effectivement dpar6, par 
chromatographie sur DEAEkellulose, en deux fractions 
actives dont l’une trop faiblement repr&entCe n’a pas 
Btk Btudike. 

Cette nouvelle Etude, rkalisbe sur des cerveaux de 
plusieurs espkes, confirme la subdivision de l’activitk 
enzymatique en deux ou trois pits de composition 
variable suivant les espkes. S’il est possible d’identifier 
l’espt?ce, la distinction entre deux formes provenant de 
la meme esp&ce est moins aide. Deux des trois fractions 
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isolkes du cerveau de mouton paraissent pourtant dif- 
fkrer par leur affnit6 pour le /3glycBrophosphate. I1 
peut s’agir dans ce cas d’isoenzymes dont les diffk- 
rences de propri&& rksulteraient plus d’une variabilitt? 
de la structure tertiaire du site actif que de modifica- 
tions plus fondamentales. 

Tableau 1 
% de d&activation en fonction du temps d’exposition aux ions 
H+ i O’C. A 100 ~1 de solution enzymatique, on ajoute 100 1.t1 
de tampon a&ate 0,2 M pH 3,9, puis entre 0 et 50 min on 
p&be desportions de 10 ~1 qui sont ajouties au milieu 
rkactionnel pr6alablement placi &37OC (cf. Methodes). Pour 
mesurer l’influence de la drum albwnine, on ajoute 200 Mg 
de cette prot&ne par ml de milange tampon a&ate-enzyme. 

Temps 
(min) 

% d’activitk risiduelle 

B C P1 P2 MI M3 M3 + s&urn 
albumine 

0 

4 

10 

20 

35 

50 

100 100 100 100 100 100 100 

60 51 52 71 55 44 71 

46 43 37 60 40 29 58 

34 32 22 42 31 17 50 

27 22 12 30 20 10 46 

24 15 10 21 13 8 44 
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Tableau 2 
pH optimum d’hydrolyse de quelques esters phosphoriques. p-Nitrophenylphosphate, pGly&ophosphate, OPhosphoryl&anola- 
mine sent utilids B la concentration 5 mM en tampon carbonate-bicarbonate 3 mM, MgClq lmhi. PPi est utilid a la concentration 

1 mM en tampon tris_HC13mM, NaCl3mM, MgCl2 1 mM. 

Sub&at 

p-Nitroph6nylphosphate 

p-Gly&rophosphate 

CWhosphoryl&hanolamine 

PPi 

B 

10,2 

9,4 

9,7 

8,8 

pH Optimum 

C Pl P2 ML M2 M3 

9,9 10,o 9,9 10,2 10,l 10,l 

9,5 9,5 9,6 9,6 - 9,6 

9,7 9,7 9,7 9,7 - 9,8 

8,7 8,6 8,6 8,9 - 8,8 

Tableau 3 
Affinite des differents enzymes pour trois substrats a plusieurs pH. Les Km ont iti ddterminds graphiquement par la m&ode de 

Lineweaver-Burk. Chaque valeur reprdsente la moyemre de plusieurs determinations. 

Substrat 

p-Nitrophenylphosphate 

O-Phosphoryl&hanolamine 

flGly&rophosphate 

PH 

10,o 

9,25 

997 

9,0 

9,25 

9,5 

10,o 

10,2 

B C 

0,9 137 

- - 

632 16,7 

- - 

- - 

291 2,5 

8,3 10 

- - 

Km (mM) 

Pl P2 MI M2 M3 

I,1 LJ 0,9 0,9 039 

- - 1,2 - 132 

7J 599 7,l - 62 

- - 0,7 - 193 

193 133 l,o - 196 

138 290 1,9 - 296 

20 20 12,5 - 67 

- - 33 - 22 

2. Methodes 

Elles ont 6te d&rites en detail dans notre precedent 
article [9]. LAX enzymes, qui se rev&lent homogenes 
a 1’Clectrophorese sur acetate de cellulose et gel de 
poly-acrylamide, sont prepares par extraction au bu- 
tanol, precipitation par I’acetone et (NH&S04, chro- 
matographie sur DEAE-cellulose et gel filtration sur 
Sephadex G-200; ils sont conserves a 4’C en tampon 
tris-HC10,05 M pH 8,0 contenant NaCl 0,l M. 

unites/ml et on suit la variation d’absorbance a 400 m/~ 
pendant 5 min avec un spectrophotometre Unicam SP 
800 BquipC d’un enregistreur SP 20 (f~ (p-nitrophbnol) 
= 18.300). Les ceniques d’hydrolyse de tous les autres 
substrats sont suivies par le dosage du Pi lib&C selon la 
methode de D&al et Manhouri [lo] . 

3. Resultats et discussion 

L’unite enzymatique est la quantite d?enzyme n& La chromatographie sur colonne de DEAEcellulose 
cessaire pour liberer une wale de p-nitrophenol par (figs. 1 et 2) revele la multiplicite de la phosphatase alca- 
mm a 37’ dans un milieu contenant du p-nitrophenyl- line. 11 y a deux fractions actives dans les extraits de 
phosphate 5 mM, MgC12 1 mM et du tampon carbonate cerveau de boeuf et de cheval mais, dans les deux cas, la 
3 mM pH 10,O. A 2,5 ml de ce melange on ajoute de 5 forme la plus electronegative represente seulement 2 a 
a 20 1.t1 d’extrait enzymatique purifie contenant 7 18 3% de l’activite totale. 11 y a aussi deux pits dam les ex- 
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Fig. 1. Fractiomrement de l’activite phosphatasasique sur colonne de DEAE-cellulose. uj A280 mH; - Activite phospha- 
tasique determike avec le p-nitrophenylphosphate comme substrat (cf. Methodes). Les extraits chromatographies contiemrent 30 
mg de proteines au maximum. Colonne: 12 xm X 1 cm; tampon d’elution: trisCH1 0,OS M (pH 7,7);gradient NaCl: O-O,5 M 
(Les flbches indiquent le point de depart du gradient); volume de melange 250 + 250 ml; volume des fractions 5 ml. Les pits ac- 

tifs ont ete purifiks par gel filtration sur Sephadex G-200. 

Fig. 2. Electrophorkes sur a&tote de cellulose. RCBation enzymatique de la phosphatase alcaline. Sub&at: cr-naphtylphosphate 5 
mM, MgC12 1 mM tampon carbonate 3 mM pH 10,O. Rb6lation par Schloro+toluidine diazotee 191. 
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i. 

5 1s 30 4s 60 

Fig. 3. Action de la.temp&ature sur l’activitd phosphatasique 
@-nitrophinylphosghate). Les enzymes sont chauffis en am- 
poules s&l&s i 55 C puis test& dans les conditions habituel- 
les (cf. Methodes). x-x B; - c;-Pl;uP2; 

-Ml ;wM3. 

traits de cerveau de port representant respectivement 55 
et 45% et trois, trbs inegalement repartis: 30,7 et 63% de 
l’activite totale, dans ceux de mouton. Ces fractions 
dont l’identite est confirmee par Blectrophorese sur 
acetate de cellulose et gel de polyacrylamide sont 
respectivement designees: B et B’ pour le boeuf, C et C’ 
pour le cheval, P1 et P2 pour le port, Ml, M2 et M3 pour 
le mouton. 

Outre la molbilite Blectrophoretique, quelques dif- 
ferences faibles ou plus notables dans les proprietes 
physicochimiques de ces enzymes (poids moleculaire, 
resistance aux ions I-P, thermostabilite) sont a remar- 
quer. Elles permettent au moins d’identifier l’espece 
dont ils proviennent. 
1) La variation du poids moleculaire determine sur 
colonne de Sephadex G-200 est peu importante. Nous 
attribuons 190.000 environ a B, P2 et MS, 160.000 a 
C, Plet M,. 

La neuraminidase ne modifie pas les proprietds en- 2) Les phosphatases alcalines cerebrales sont particu- 
zymatiques, mais elle affecte les mobilites Blectropho- lierement sensibles a l’acidite du milieu, beaucoup 
retiques au point que tous les enzymes ont un depla- plus que d’autres enzymes du meme groupe precedem- 
cement sensiblement egal. Par rapport aux temoins, ment decrits [ 1 l] . A pH 3,9 la d&activation est rapide 
alors que B, C et M, ne sont pas deplacb vers la cathode et pratiquement irreversible d&s les premieres minutes 
ou le sont tres’peu, la mobilite des autres fractions est d’exposition aux ions I-F, puis l’activite decroit selon 
considerablement diminuee. Si l’on tient compte des une equation du premier ordre. Les cinetiques de des- 
proportions differentes de chaque forme suivant 1 activation de B, C, PI et Ml ne montrent pas de dif- 
&p&e, on en deduit une variabilite tres importante du ferences tres significatives (tableau 1); P2 est plus 
contenu en acide sialique des phosphatases alcalines resistant, M3 plus fragile. La serum albumine a un effet 
cerebrales. 11 est alors possible que M2 puisse resulter protecteur considerable. 

Fig. 4. Diagramme de Dixon @K-pH). Hydrolyse du pglycb 
ophosphate. o-Ml; - M3. 

de M3 , relativement abondant, par perte d’acide sia- 
lique. Nous pensons tout de meme que M;! est consti- 
tutif et non un artefact de preparation car cette frac- 
tion peut etre mise en evidence a tous les stades de la 
purification. 
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3) La thermostabilite des phosphatases alcalines est un 
phBnom&ne bien connu et cette propriete est dune 
grande utilite pour la determination de l’origine tissu- 
laire des phosphatase du skum [l] . Notre etude de la 
resistance des phosphatases cerebrales a 55”C, avec ou 
sans ions Mg2’, permet de differencier avec certitude 
deux des quatre especes considerees. Ml et MS sont 
aussi differents tandis que P, et P2 ne peuvent pas 
etre distingues (fig.3). Mg2’ n’a pas d’effect protec- 
teur. 

Du point de vue de leur activite, ces enzymes ont 
des proprietes t&s semblables. 11s sont tous Bgalement 
activables par Mg2”, inhibes au mdme degre par la L- 
phbnylalanine, doues d’activite pyrophosphatasique. 
11s ont aussi sensiblement le meme pH optimum d’ao 
tion pour un substrat don& (tableau 2). 

Les constantes de Michaelis ont et6 determinCes 
pour trois substrats (tableau 3). L’enzyme C se dis- 
tingue assez nettement des autres, mais entre deux 

suivant le pH. 11 peut s’agir d’isoenzymes, mais de dia- 
gramme de Dixon (pK-PI-I) (fig. 4) montre que les pK 
sont pratiquement identiques et situ& a pH 9,s - 9,7. 
11 est done probable qu’il n’y a pas de differences fon- 
damentales dans le fonctionnement du site actif, mais 
seulement des variations dans la structure tertiaire de 
ces enzymes comme semblent l’indiquer par ailleurs 
les resultats de l’action des ions H+ et de la resistance 
a la d&activation par la chaleur. Un pK voisin de 9,6 
peut correspondre a l’ionisation des groupes hydro- 
xyphenoliques de la tyrosine, de SH ou encore de 
e-NH2 de la lysine. Fishman et Ghosh [l] ont propose 

fractions provenant de la mdme espece, il n’y a de dif- 
ferences qu’entre Ml et M3 lorsque le p-glycerophos- 
phate est utilise comme substrat. La determination 
graphique des Km presentant toujours un caractere 
d’incertitude, l’etude a dd realisee a plusieurs pH entre 
9,0 et 10,2. Les differences sont faibles mais definies et 
on remarque une inversion de I’affinite des deux enzymes 
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un mecanisme dans lequel intervient un groupe e-NH2, 
et nous avons nous-memes deja signah? [9] l’absence 
de groupes SH et suggere la participation d’un groupe 
e-NH2 a la formation du complexe ES en nous basant 
sur le fait que la phosphatase alcahne du cerveau de 
boeuf ec&ylee a un Km plus grand que l’enzyme t& 
moin. Le diagramme de Dixon obtenu semble cant 
firmer cette hypothese. 
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