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154. Sur la bioehimie gbnerale des phosphatasesl) 
par Jean Roche. 

(17 VI 46) 

Un grand inter& s’attache h 1’6tude des phosphatases, tant en 
raison de la multiplicite des combinaisons phosphor6es naturelles 
qu’elles synthetisent et ddgradent dans les cellules, que de leur parti- 
cipation aux processus physiologiques les plus divers, depuis le m6ta- 
bolisme intermediaire des glucides jusqu’h la regulation rbnale de 
l’equilibre acide-base et h l’ossification. On connait depuis prbs de 
quarante ans l’existence d’enzymes hydrolysant les esters ortho- 
phosphoriques (Suzuki,  Yoshimuru et Tukuishi, 1907), mais leur Btude 
n’a pris un developpement important qu’aprks la ddmonstration en 
1923, par Robisom2), du r61e joue par une phosphatase dans la calcifi- 
cation des 0s et, ultdrieurement, avec l’identification de nombreuses 
reactions specifiques de phosphorylation et de dephosphorylation 
dans le metabolisme cellulaire. L’ensemble de la biochimie des phos- 
phatases ne saurait plus &re present6 utilement que dans des mises 
au point assez &endues; celles que lui ont consacre Fokley et Kay3) ,  
AZbers4), Roche et G0zcrt0is5), repondent h ce but. J e  me propose seule- 
ment de situer dans son cadre un certain nombre de donnbes d’acqui- 
sition recente, permettant de saisir la position des biochimistes devant 
les principaux problbmes de ce domaine et de montrer 1’6volution de 
ceux-ci au cours des dernihres annees. 

A. - L’individuulisutiom et lu classification des phosphutuses. 
Les phosphatases sont des enzymes dont l’activite donne nais- 

same 8, de l’acide orthophosphorique ou opkre h partir de celui-ci 
la synthbse de produits divers. Cette definition, trbs large, englobe la 
catalyse de reactions multiples : l’hydrolyse et la synthbse des mono- 
et des diesters orthophosphoriques, des pyrophosphates, des phospho- 
amides, des anhydrides de l’acide orthophosphorique et d’acides 
organiques, l’hydratation des metaphosphates. Par ailleurs, certaines 
reactions cellulaires de phosphorylation ou de transphosphorylation 

l) Le comitk de redaction des Helv. chim. acta a decide de publier (en partie sous 
forme de resumes) les conferences et communications presentees aux (( JournBes bio- 
chimiques franco-suisses)), organisees L Bble, du 24 au 27 mai 1946, sous les auspices de 
la Soci6te de Chimie biologique de France, de la Societk suisse de Chimie et de la SociBt4 
suisse de Physiologie et de Pharmacologie; se referer aux numeros 154-178 de ce fascicde. 

2, R. Robison, Biochem. J. 17, 286 (1923). 
3, S. J. Folley et H. D. Kay, Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 (1936). 
*) H. Albers, Handb. d. Enzymolog. I, 408 (1940). 
5, J. Roche et J .  Courtois, Exposes ann. de Biochim. m6d. 4, 219 (1943). 



1254 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

n’dvoluent pas de manibre autonome ; elles sont couplees avec d’autres 
processus et leur Btude depasse le cadre de cet expos& Aussi a-t-on 
deerit un nombre considerable d’actions phosphatasiques, en apparence 
sp6cifiques, entre lesquelles il a 6th difficile d’etablir un lien, ce qui 8 
longtemps maintenu les recherches consacrBes aux phosphatases sur 
un plan descriptif. 

I1 convenait tout d’abord d’individualiser et de classer ces enzy- 
mes pour les Btudier, et le premier critbre auquel les biochimistes ont 
fait appel pour y parvenir est la spe‘cificite‘ dzc substrat. 11 a 6t6 pos- 
sible de distinguer ainsi des phosphatases actives sup un type de 
liaison, quelle que soit la constitution du substrat dans lequel celle-ci 
est prhsente, et d’autres de spBcificit6 plus Btroite, actives sup un seul 
substrat ou sur un petit nombre de corps de structure voisine. On 
trouvera dans le tableau I 1’6num6ration des principales phosphatasea 
ainsi caractBrides. 

Tableau I. 
SpBcificitk et principales localisations des divers types de phosphatases 

Phospho-diestBrasea . . . 
Pyrophosphatases . . . . 

Phospho-amidases . . . . 
Phospho-acylases . . . . 

Foie, rein, levures, venins 
Foie, rein, intestin, levures, champignons 

Rein, sons des cbr6ales 
Muscles, bactbries 

su#rieurs 

AdBnyl-pyrophosphatase . 
Phytase . . . . . . . . 
Polyphosphatase . . . . 
Cholinephosphatase . . . 
5-Nucl6otidase. . . . . . 
MBtaphosphatase . . . . 

Muscle, foie, intestin 
Sons, rein 
Intestin, levures, moisissures 
Intestin, venins 
Testicules, venins 
Levures, moisissures, rein 

Les actions enzymatiques correspondantes ont, en gdnBra1, pu 
&re st5parBes les unes des autres. Toutefois, ce n’est pas 18 une preuve 
absolue de leur individualit&, car il peut suffire de detruire un groupe- 
ment de l’apoenzyme auquel se fixe pr6fdrentiellement un substrat 
pour faire disparaitre toute action sur celui-ci sans avoir Blimin6 un 
enzyme sphcifique. Cette reserve ne s’applique sans doute pas 8 l’in- 
dividualitk des phosphatases du groupe A (tableau I), dont les apo- 
enzymes paraissent diffbrents. Elle est, par contre, importante dans 
le cas des enzymes du groupe B, dont je n’ai mentionne que ceux 
dont l’existence est bien etablie, sans faire Btat d’autres, en parti- 



Volumen XXIX, Fasciculus v (1946). 1255 

culier d’une amylo-phosphatase et d’une hexose-diphosphatase, in- 
suffisamment caractbrisbes. I1 convient dans ce domaine de ne retenir 
que les rbsultats btablis sur des enzymes purifibs, car des effecteurs 
naturels peuvent inhiber l’hydrolyse d’un substrat plus fortement que 
celle d’un autre et, par 18,‘ modifier la spbcificite apparente d’une 
phosphatase brute. Des faits de cet ordre sont probablement Q l’ori- 
gine des discussions sur l’existence prbsumbe des u- et ,!?-glycbrophos- 
phatases spbcifiquesl). 

La notion d’isodynamie des phosphatases, dbgagbe par Bamann 
et Diederichs2) de leurs propres observations et de celles faites par 
Nzlnemura3), par Belfanti, Contardi et Erc01i4) sert de base Q une 
differenciation plus precise de ces enzymes. Les tissus animaux et 
vbgetaux renferment en effet presque toujours un mblange de phos- 
phatases actives sur les m6mes substrats et dites pour cette raison 
isodynames, mais se distinguant les unes des autres par leur pH 
optimum d’action. Ainsi a-t-on pu diffbrencier quatre phospho-mono- 
estbrases, trois pyrophosphatases et, avec moins de prbcision, trois 
phospho-diestbrases isodynames. 

I1 convient de montrer par quelques exemples les difficultbs aux- 
quelles se sont heurtbs les biochimistes dans ce domaine, car la prb- 
sence d’enzymes isodynames est souvent masqube par des inhibiteurs 
naturels ou par l’inbgale stabilitb de certaines phosphatases Q des pH 
particuliers. Ainsi, comme en rend compte l’examen des figures 1 et 2 
empruntkes Q Nguyen-van Thoai5), 1 extrait aqueux de divers Basi- 
diomycbtes hydrolyse les pyrophosphates au pH optimum = 3,8-4,0, 
tandis que le m6me milieu prbsente, aprbs agitation au contact de 
kaolin Q pH = 6,0, deux pH optima d’action, dont celui Q pH voisin 
de 6,O est en genbral le plus marqub. L’adsorption au kaolin d’un in- 
hibiteur de la pyrophosphatase active au pH optimum 6,0, en m6me 
temps que celle d’une partie de l’enzyme paraissant seul present dans 
l’extrait initial, permet donc de mettre en bvidence une seconde pyro- 
phosphatase. 

De m6me, la phospho-monoesterase des hematies de pH optimum 
= 3,5 se diffkrencie des autres enzymes isodynames par son instabi- 
lit6 en milieu neutre, sa destruction entrainant un dbcalage du pR 
optimum apparent (5 ,2)  d’une phosphatase coexistante, car la cessa- 
tion de l’activitb de la premiere Q ce pH permet alors Q la seconde 

I) E .  Bamann et W. Salzer, Bioch. Z. 286, 187 (1936); 288, 299 (1936); J. Courtois, 
Thhe Doct. Sc. phys., Paris, 1938, 1 vol., 205 p.; Nguyen-van Thoai, B1. SOC. Chim. biol. 
(Trav.) 24, 1077 (1942); J .  Roche et M .  Lakeille, Enzymol. 3, 75 (1937)> A.  Schujjner 
et E .  Bauer, Z. physiol. Ch. 232, 66 (1935). 

2, E.  Bamann et K .  Diederichs, B. 67, 2019 (1934); 68, 6 (1935). 

4, S. Belfanti, A .  Contardi et A .  Erwli, Biochem. J. 29, 517, 842 et 1491 (1935). 
5, Nguyen-van Thoai, B1. SOC. Chim. biol. (Trav.) 23, 1277 (1941). 

S. Nunemura, J. Biochem. 17, 343 (1933). 
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d’assurer seule l’hydrolyse du substrat a son pH optimum rdel de 6,O- 
6,4l). Ces exemples montrent que la caracterisation d’une phosphatase 
par un pH optimum d’action ne peut &re rBalisBe que sur des enzymes 
purifies. 

500 

400 
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200 

100 

4 5 6 7 8 p H  4 5 6 7 p H  
Fig. 1. Fig. 2. 

ActivitA pyrophosphatasique d’extraits Activit6 pyrophosphatasique d’extraits 
aqueux de divers Basidiomychtes en fonc- aqueux de divers Basidiomychtes aprhs 
tion du pH du milieu (Abscisses: PH. traitement par le kaolin B p~ = 6,0, en 
Ordonnbes: % de substrat hydrolys6) fonction du pH du milieu (Abscisses: pH. 

(d‘aprbs Nguyen-van T h i ) .  Ordonnbes: gamma P minbral lib&%) 
(d‘aprhs Nguyen-van Thoai). 

I1 en est de m6me des autres caractkres mis B, profit pour classer 
les phosphatases, dont le plus important est la serzsibilite‘ UUIL: effec- 
teurs, element primordial de la regulation physiologique de l’activit6 
de ces enzymes. La figure 3, empruntbe B, Roche et BuZZi.nger2), illustre 
le parti que l’on peut tirer B, cet 6gard de 1’6tude d’un effecteur, en 
l’esphce Pion Mg++, actif sur une seule de deux phospho-monoest6rases 
isodynames simultandment presentes. 

De nombreux exemples montrent l’absolue necessitd de purifier 
les phosphatases pour Btudier leur sensibilite aux effecteurs, dont 
l’action peut &re affaiblie, ou m6me ne pas se manifester, en presence 
d’inhibiteurs naturels. Ainsi, Pion Mg++ active trks Bnergiquement 
la pyrophosphatase de pH optimum = 7,6 purifiee par BaiZey et 
Webb3) a partir des levures, tandis que son effet sur le m&me enzyme 
dans les extraits de tissus bruts eat si irregulih-e qu’elle est niee 
par de nombreux auteurs. Les multiples contradictions que l’on relhve 

l) J .  Roche, Nguyen-van Thoai et J .  Baudouin, B1. SOC. Chim. biol. (Trav.) 24, 

z, J .  Roche et E. Bullinger, Enzymol. 7, 278 (1939). 
3, K. Bailey et E. G .  Webb, Biochem. J. 38, 394 (1944). 

1247 (1942). 
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dans les travaux consacr6s aux effecteurs des phosphatases sont SOU- 
vent dues 8, l’in6galit6 dans le degr6 de purification des enzymes 
6tudi6s et 8, l’existence, pour de nombreux produits actifs, de con- 
centrations optima auxquelles certains auteurs ont neglige d’opBrer ; 
je reviendrai plus bas sur ce point. 

A 

Tirnoin x 

J2,O 
qMg’1.5,0 A 

I I I I 1 ’ 1  ‘ 1  ’ 1  “ ‘ I ’ J  
4 6 8 10 PH 

Fig. 3. 
Activit6 phospho-monoest6rasique vis-8-vis du B-glychrophosphate de sodium d’extraits 
de foie de Porc en la prksence ou en l’absence d’ions Mg++ (qMg = -log [Mg]) apres 
24 heures de dialyse contre eau distillhe (Abscisses: PH. Ordonnhes: activitd phosphata- 

sique relative) (d‘apres Roche et BuEZinger). 

Tenant compte de ces faits g6n6raux et de quelques autres, il a 
dt6 possible de proposer une classification provisoire des phospho- 
monoest6rases et des pyrophosphatases isodynames ( Munemwa, 3’02- 
ley et K a y ,  Roche et Couurtois) que le tableau 11 reproduit en partie. 
Bien que constituant seulement une premiere dbauche, car elle 
n’a pu titre Btablie que sur des produits d’in6gale puret6, cette classi- 
fication est trbs utile j elle permet en effet l’e’tzcde descriptive des 
systbmes phosphatasiques naturels. Ceux-ci sont en g6n6ral complexes, 
en dehors des cas particuliers de la prostate, riche seulement en 
phospho-monoest6rase 11, et des os, renfermant presque exclusive- 
ment l’enzyme isodyname I. 

Les cellules vbgdtales sont la plupart du temps riches en en- 
zymes (phospho-est6rases et pyrophosphatases) actifs en milieu acide 
et les cellules animales en phosphatases de pH optimum alcalin. Aussi, 
&ant donnBe la multiplicit6 des phosphatases prhsentes, la caract6ri- 
sation precise des constituants des melanges naturels doit-elle tou- 
jours prBc6der la purification de chacun. L’6tude sur ce plan des 
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systbrnes phosphatasiques Btait il y a dix ans le principal objet des 
recherches. Elle a constitue une &ape de la biochimie de ces enzymes 
aujourd’hui presque achevee et prepare 1’6tude des phosphatasee 
purifiBe s . 

Tableau 11. 
Classification des phospho-monoesthrases isodynames 

PR opt. 
d’act. 

~- 

8,6-9,4 

5,0-5,5 

Principale 
source 

Os, rein, In- 
testin, GI. 
mammaire 

Foie, Grai- 
nes, Cham- 
pignonssup., 
Prostate 

Principaux caractbres 
dam les extraits tissulaires 

Activation par Alp++; Inhibition par -SH; 
Action prkfkr. sur 8-glyc6roph. ; stabi- 
lith maxima pa = 7,5-8,5. 

_ _ ~  

Aucune action de Mg++; Inhibition par 
F-; Action pr6fkr. sur 8-glyckroph. ; 
stabilit6 max. pH = 5,O-6,O. 

Foie, Le- Inhibition par Mg”; Action pr6f6r. sur 
vures hautes /?-glygBroph.; stabilitk max. pE = 

I 4,5-5,5. 

Activation par Mgf+; Action pr6fkr. sur 
a-glyc6roph. ; stabilit6 max. pH = 

basses 6,5-7,5. 

B. - Les phosphatases purifie’es. Nature et proprie’te’s de la phospho- 
monoeste’rase alcaline. 

La prdparation et l’dtude des enzymes purifies relbve de la chimie 
des proteines; aussi les methodes propres a celle-ci ont-elles dtd mises 
en ceuae pour isoler et caracteriser des phosphatases. Elles n’ont 
jusqu’ici donne des resultats satisfaisants que dans trois cas: ceux 
de la phospho-monoest6rase acide (type 11) de la prostate, de la 
phospho-monoestQase alcaline (type I) du rein et de l’intestin, et de 
la pyrophosphatase alcaline des lewres, le second enzyme seul ayant 
Bt6 prepare a 1’6tat cristallisk. L’activite des produits les plus purs, 
exprimee en millimolecules de substrat (,tl-glycerophosphate de sodium 
et pyrophosphate de sodium) hydrolysees par gramme d’enzyme et 
par minute, au pH optimum et a 37O, est egale au dedoublement de 
170 millimolecules pour la phospho-monoestdrase acide de la prostate 
obtenue par Eutscher et Wornerl), 140 millimol6cules pour la phos- 
pho-monoestkrase alcaline du rein ou de l’intestin cristallisee activbe 
au maximum (Nguyen-wan Thoai, Roche et SartorP) et 70 milli- 
molhules pour la pyrophosphatase alcaline des levures isol6e par 
BaiZey et Webb3). Ces donnees ne sauraient &re tenues pour absolues, 

1) W. Kutscher et A .  Wiirner, Z. physiol. Ch. 238, 275 (1936); 239, 109 (1936). 
2) Nguyen-van Thmi, J .  Roche et L. Sartori, C .  r. SOC. Biol. 138, 47 (1944). 
3) K .  Bailey et E .  C .  Webb, Biochem. J. 38, 394 (1944). 
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car l’activit6 d’un enzyme est fonction des conditions dans lesquelles 
elle s’exerce; elles indiquent un ordre de grandeur. I1 eat remarquable 
que celui-ci soit trbs voisin de l’activitk d’autres enzymes considdres 
comme purs et participant au metabolisme des esters phosphoriques, 
Q savoir: 1’8nolase et lea zymohexasesl). 

Fig. 4. 
Phospho-monoest6rase alcaline du rein de Bceuf cristallis6e (grossissement x 200) 

(d’aprhs Nguyen-van Thoai, Roche et Sartori.) 

I1 n’est pas actuellement possible de preciser le degre de purete 
des trois preparations retenues ici et les recents travaux de l’6cole 
anglo-amhricaine sur l’adsorption de l’adenyl-pyrophosphatase a la 
myosine B cristallisee ont apport6 une preuve nouvelle du fait que 
la cristallisation d’un produit doue d’une activite enzymatique BlevBe 
ne constitue pas a cet Qgard un critbre absolu. I1 est neanmoins pro- 
bable que ces produits sont en majeure partie constitubs par des 
phosphatases. 

La phospho-monoestkrase alcaline hautement purifiBe ayant 
seule fait l’objet de travaux Btendus, je me bornerai a son Btude. Les 
preparations cristallisBes douees d’une activite phospho-esterasique 
specifique renferment une prothine contenant en moyenne 0,30 pour 
100 de magnesium et 0,05 pour 100 de zinc. Leurs solutions prdsentent 
un spectre ultraviolet atypique, analogue a celui de nombreuses pro- 
tBines ; elles sont actives sup de trbs nombreux esters phosphoriques, 
mais non sur les pyrophosphates, et hydrolysent l’acide ,9-glycero- 
phosphorique plus rapidement que son isomhe a. I1 nous est rapide- 
ment apparu que l’activit6 de l’enzyme diminue a la suite de cristal- 

Selon 0. Warburg et W. Christian (Bioch. Z. 310, 384 (1941); 31 I, 208 (1942); 
314, 148 (1943), 1’6nolase pure des levures transforme par gramme et par minute B 37O 
180 millimol6cules d‘acide 2-phosphoglyc6rique en acide phosphopyruvique et la zymo- 
hexase pure du muscle, dont l’apoenzyme a 6t6 cristallis6, d6double 70 millimol6cules 
d’acide fructose-diphosphorique en acides dioxyac6tone-phosphorique et glycbrine-ald6- 
hyde-phosphorique. 
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lisations successives et que 1’6tude de sa constitution ne pourrait &re 
abord6e qu’aprbs celle de son activation et de sa rbactivation, B lai 
quelle nous nous sommes attach&. 

Les recherches d’Erdtmaml), de Jewner et Kay2) ont 6tabli que 
la phospho-monoest6rase alcaline de divers organes est activ6e par 
l’ion Mg++, a concentration optima 5 x ~ O - ~  - 1 ~ 1 0 - ~  M, et il en 
serait de mkme, B des concentrations en sels mktalliques diverses, 
pour d’autres ions divalents, entre autres Mn++ et On++. Toutefois 
cette notion a fait l’objet de multiples controverses, particulibrement 
en ce qui concerne Mn++3). En fait, comme l’ont montrB Nguyen- 
van l’hoai et Raymond4), la sensibifit6 des phosphatases divers effec- 
teurs est li6e B, leur degrt5 de purification; de m6me leur comportement 
vis-a-vis des formateurs de complexes (cyanures, a, a’-dipyridyl, di6thyl- 
dithiocarbamate de sodium, o-phbnanthroline). I1 Btait important de 
prBciser si divers mBtaux sont ou non activateurs de l’enzyme et 
dans quelle mesure un r61e eoenzymatique leur est d6volu. Je  ne 
puis ici que resumer trks brikvement certaines des expt5riences que 
nous avons poursuivies dans ce but sur l’activation de la phosphatase 
par les cations divalents et sur l’effet coactivateur des acides aminbs. 

Aprks une dialyse de 15 B, 20 jours a 37O contre de l’eau bidistillbe, 
l’enzyme a perdu la plus grande partie de son pouvoir hydrolysant. 
Celui-ci peut alors 6tre resOaur6 par addition de Mg++, M i + + ,  Ca++, 
Zn++ ou Fe++, chacun de ces ions prbsentant une activitb maxima 
pour une concentration optima particulihre B chacun, au delh de la- 
quelle il se comporte comme un inhibiteur. En l’absence de cations, 
l’addition d’acides aminBs, dont Bodamk y avait signal6 le faible pou- 
voir activateur dans les extraits bruts de tissus divers, provoque une 
trbs forte activation, variable selon la concentration en acide amid ,  
mais non spBcifique de l’un de ces corps et ddvolue Bgalement aux 
peptides. L’examen de la figure 5, empruntbe h Roche, Nguyen-van 
Thoai et Roger5), permet de se rendre compte de ces faits. 

Nous avons cherchB h inactiver totalement l’enzyme et le 
reactiver afin de nous placer dans des conditions ou le caractkre in- 
dispensable d’une substance reactivatrice pourrait &re mis en bvi- 
dence et, par la, apporter d’utiles renseignements sur la nature du 
groupement actif de la phosphatase. Le couplage des cations divalents 
et d’un acide amine, dont Zove ,  Elwehjem et Hart6) avaient signal4 

1) H .  Erdtmann, Z. physiol. Ch. 172, 182 (1927); 177, 211 et 231 (1928). 
2) H .  D. Jenner et H .  D. Kay, J. Biol. Chem. 93, 733 (1931). 
3) D. Albers, Z. physiol. Ch. 266, 1 (1940); E. Bamann, E .  Heumuller, H.  Werner et 

A .  Carl, in Method. d. Enzymforsch. 2, 1669 (1941); cf. Schmidt et S. J .  Tannhiiuser, J. 
Biol. Chem. 149, 369 (1943). 

4) Nguyen-van Thoai et J .  Raymond, C. r. SOC. Biol. 139, 814 (1945). 
5) J .  Roche, Nguyen-van Thoai et 3. Roger, B1. SOC. Chim. biol. (Trav.), 26, 1047 

(1944). 
6 )  E. Hove, G. A .  Elvehjem et E. B. Hart, J. Biol. Chem. 134, 425 (1940). 
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l’effet favorable dans le cas du zinc, a permis d’obtenir des resultats 
trks significatifs, B condition de faire preceder l’addition des sels 
mdtalliques, a concentration optima, d’une incubation de 2 heures B 
pH = 8,8 en prdsence d’un acide amin6. On trouvera un exemple des 
rdsultats que nous avons obtenus present6 dans le tableau IIIl). 

Fig. 5. 
Activation de la phospho-monoestkrase alcaline purifike de l’intestin de Chien par divers 
acides aminks (prkparation enzymatique dialyshe 15 jours B 37O contre de l’eau bidistillhe; 
substrat : p-glyckrophosphate de sodium). (Abscisses : concentration molkculaire en acide 
aminh. Ordonnhes: gamma de P mineral libkrks) (d’aprds Roche, Nguyen-van Thoai et 

Roger). 

La necessitb d’une incubation en presence d’alanine pour que 
celle-ci exerce son effet maximum de coactivation vis-a-vis du metal 
relbve sans doute de causes multiples, dont les deux plus importantes 
nous paraissent &re la lenteur de la formation des complexes de l’acide 
amin6 et du metal encore fix6 h l’apoenzyme malgre la dialyse pro- 
longee (30 & 40 p. 100 environ) et l’action du meme corps sur la 
reversion de la denaturation de l’apoenzyme. De toute manibre, pareil 
fait n’est pas exceptionnel dans les reactivations enzymatiques, B telle 
snseigne que les auteurs mglo-Saxons designent des processus de cette 
nature sous le nom de ((time reaction )12). 

l) Nguyen-van Thoai, J .  Roche et M. Roger, C. r. 222, 246 (1946). 
z, La rbactivation de la leucylpeptidase intestinale par l’ion Mn++ exige 24 heures 

d‘incubation en prbsence de celui-ci (E .  L. Smith et M .  Bergmann, J. Biol. Chem. 153, 
627 (1944). 
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Tableau 111. 
Rhctivation de la phosphatase aloaline (intestin de Chien) aprks inactivation totale pap 
dialyse (21 jours 37’) contre de l’eau bidistillbe (Action B p n =  8,8 et B 370 sur le 
B-glyc6rophosphate de sodium). Effecteurs ajout6s: d,I-alanine 1 X10-2 M (avec ou sans 

incubation B p H =  8,8 et a 37O pendant 2 heures) et cations divers. 
RBsultats exprimes en gamma P lib&B/min./mgr. N protkique. 

Sel 
metallique 

ajoutk 

Concentration A c t i v i ~  (gamma 
mol6culaire I lib&h/minute/ 

~ mgr. N pro~ iqu  en sel 
~ ~ _ _ _ _ . ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ _  

N6ant . . . . . 
S0,Fe . . . . . 
S0,Zn . . . . . 

S0,Mn. . . . . 

(CH3.COO),Ca . 

(CH,.COO),Mg . 

SBrie 11: incubation en presence d’alanine, suivie de 
l’addition de sels metalliques 

NBant . . . . . 
S0,Fe . . . . . 

0 

1 x 10-6 

1 x 10-6 
1 x 10-8 
1 x 10-2 

1 x 10-2 
1 x 10-2 
5 x 10-2 
1 x 10-1 

I x 10-7 

1 x 10-7 

1 x 10-3 

______-__ 

0 
0 
0 
0 
0 

721 
981 
0 
0 

288 
1.154 
1.685 

S0,Zn . . . 

SO,%. . . . . 
(CH,.COO),Ca . 

(CH, * COO),Mg . 

0 

1 x 10-6 

1 x 10-6 
1 x 10-3 
1 x 10-2 
1 x 10-3 
1 x 10-2 
1 x 10-2 
5 x 10-2 
1 x 10-1 

1 x 10-7 

I x 10-7 

5.461 
14.231 
13.261 
14.231 
13.261 
15.385 
13.846 
14.231 
16.364 
15.654 
21.154 
21.154 

_ _ _ _ ~ _ _ _ _  
Activite de la preparation initiale, sans incubation ni effe 

Activite de la preparation dialysee et incubBe 2 heures 
teur: 3.326. 

pH = 5,s et A 37O sans effecteur: 426. 

On peut, en se basant sur ces observations, essayer de se repr6- 
seater la constitution du groupement actif de la phosphatase alcaline, 
ou tout au moins discuter certaines hypotheses faites 8, son sujet. 
Albers et ses collaborateursl) pensent avoir dissoci6 les phospho-mono- 

H .  Albers, E .  Beyer, A .  Bohnenkamp et G. Huller, B. 71, 1913 (1938). 
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esterrases I et I1 en un coenzyme organique diffusible et un apo- 
enzyme proteique. L’exactitude de leurs observations est incontes- 
table ; nous les avons reproduites et &endues l’enzyme isodyname 
du type 111. De mBme les experiences que ces auteurs considkrent 
comme dbmontrant le (( transport )) d’une cophosphatase sur lee diverses 
apophosphatases. Neanmoins, aucune preuve formelle n’a 6th ap- 
portee de la nature coenzymatique des produits actifs, lesquels peu- 
vent n’Btre que des effecteurs. Ici encore, la necbssit6 de reprendre 
les experiences d’dlbers et de ses collaborateurs sur des produits puri- 
fibs s’impose. En 1’6tat actuel des choses, c’est avant tout sur le r61e 
d’un metal dans la constitution de la phospho-monoesterase alcaline 
que peut porter la discussion. L’interchangeabdite’ des cations re’activa- 
teurs et l’efficacite’ de leur couplage avec wn acide amine’ sont a cet 
Bgard des faits importants. 

L’opinion que la phospho-monoestbrase alcaline des organes ani- 
maux est une m6talloprotbine est gbnbralement admise; mais la 
nature de son constituant inorganique demeure ma1 definie, l’enzyme 
renfermant pour les uns du magnesium, pour d’autres du zinc, du 
cobalt, du manganbse, du fer, du calcium. Une thborie (Cloetensl)) 
paraissant reposer sur une interprbtation incertaine de resultats 
exphrimentaux (Blimination incomplbte de formateurs de complexe) 
pr6voit meme que la phosphatase alcaline renferme deux constituants 
mbtalliques associes. La, diversitb des caractkres de cet enzyme dans 
les extraits bruts de diff8rents organes a 6th parfois rattachbe a la 
diversit6 de son constituant metallique, lequel serait l’un ou l’autre 
metal divalent dans chaque cas particulier. En fait, il ne parait pas 
y avoir de specificit6 de 1’816ment minbral present; celui-ci est trks 
probablement le magnesium et, accessoirement, le zinc dans la 
nature2). L’interchangeabilit6 experimentale du mbtal est peu favo- 
rable a l’hypothkse lui attribuant un r61e de coferment catalytique- 
ment actif et, par ailleurs, les acides amines participent aux processus 
activateurs a l’btat de complexes metalliques. 11s paraissent ne pas 
jouer seulement le r61e de ((regulateurs de concentration)) du metal 
actif que leur attribuent Warburg et Christian dans le cas de la, 
reconstitution de la zymohexase de levure, mais permettre celle du 
groupement actif de la phospho-monoest6rase, soit en orientant le 
metal vers lea radicaux de l’apoenzyme auxquels il s’unit (r61e de 
((transport n), soit en participant a la formation d’un complexe mixte : 
apoenzyme-m8tal-acide amin6. 

Malgre l’imprecision dans laquelle il convient encore de demeurer 
sur bien des points, la phospho-monoest6rase alcaline des organes 
animaux doit dbs maintenant &re consid6rbe comme un enzyme a 

l) R. Cloetens, Bioch. Z. 307, 352 (1941); 308, 37 (1941); 310, 42 (1941). 
2, L. Bassart et L. Vaandendriessche, Enzymol. I I ,  261 (1945). 
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metal dissociable, la plupart du temps magnesien et parfois zincique, 
dont l’activit6 n’est liee h b presence d’un metal que dms la mesure 
oh celui-ci est un 6Z6ment de structure du complexe organique porteur 
du groupement actif. On ne peut done pas, en 1’6tat actuel de nos 
connaissances, admettre qu’un metal eat le coferment de la phos- 
phatase alcaline. I1 en est a cet 6gard de la phospho-monoestbrase 
alcaline comme d’autres enzymes h metal dissociable, tels que la 
carboxylase (Kubowitx et Luttgens ; Green, Herbert et /Subrahmanyan), 
la leucylpeptidase (Berger et Johnson) dans leaquels le constituant 
mineral ((serait un pont chimique entre l’apoenzyme et le coenzymenl). 
Dana le cas particulier, il est possible que la phosphatase ne renferme 
pas de coenzyme dissociable et que l’activith enzymatique soit like 
a la coordination en un complexe mbtallique de divers radicaux de 
l’apoenz yme. 

C .  - Quelques aspects biologiques de Z’activite’ des phosphatases. 
Le r61e biologique des phosphatases est necessairement fonction 

de la regulation cellulaire de leur activitb et des conditions dans les- 
quelles celle-ci s’exerce. J e  terminerai cet expose en resumant quel- 
ques resultats obtenus dans 1’6tude de deux problhmes s’y rattachant, 
a savoir : la synthbse enzymatique des esters phosphoriques et des 
pyrophosphates en dehors de reactions couplees et le mbcanisme du 
r61e de la phosphatase des 0s dans la calcification du squelette. 

La reversibilite de l’action des phospho-monoesterases in vitr-o a 
BtB depuis longtemps Btablie par K a y 2 )  et par Courtois3). Or, l’btude 
de 1s synthbse enzymatique des eaters phosphoriques par diverses pr6- 
parations intestinales ou renales montre que, dans l’ensemble, la puri- 
fication des phosphatases diminue leur pouvoir synthbtisant, en sorte 
que l’on devait se demander si celui-ci n’est pas en partie fonction 
de la presence d’effecteurs. Avec Nguyen-wan l’hoai et Dan2m4), j’ai 
pu Reparer des ((activateurs de synthbsen, trbs labiles et constitubs 
probablement par des peptidea, susceptibles d’acc616rer la vitesse de 
la formation des esters beaucoup plus que leur hydrolyse. De tels 
activateurs sont trbs rapidement decomposes au cours de l’autolyse 
des tissus. Leur addition aux preparations enzymatiques qui en sont 
depourvues fait reapparaitre une intense activite synthetisante, sans 
modifier 1’6quilibre final des constituants du systbme. Nous avons pu 
&parer celui favorisant la synthbse des monoesters phosphoriques de 

l) B.  Berger et J .  M .  Johnson, J. Biol. Chem. 130, 641 et 645 (1939); 133, 157 
(1940); D. E.  Green, D.  Herbert et V .  Subrahmunyan, J. Biol. Chem. 135, 195 (1940); 
138, 327 (1941). 

*) H. D. Kay, Phpiol. Rev. 12, 384 (1932). 
8 ,  J .  Court&, Thbe Doct. Sc. phye., Paris, 1938, 1 vol., 205 p. 

Nguyen-van Tha i ,  J .  Roche et E .  Danm,  B1. SOC. Chim. biol. 26, 1139 (1944); 
27, 599 (1945). 
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celui actif sur la formation des pyrophosphates et l’on trouvera dans 
la figure 6 les resultats d’une experience illustrant les effets du dernier. 
Comme le montre l’examen de cette figure, la preparation intestinale 
non dialysee (extraction aqueuse de 15 minutes de muqueuse de 
chien) renfermant la pyrophosphatase et son activateur naturel, mise 
en presence d’une solution saturee de phosphate disodique catalyse 
la formation de pyrophosphates (isoles a 1’8tat pur dans nos essais) 
jusqu’h atteinte d’un Bquilibre. Aprbs dialyse, elle devient pratique- 
ment inapte a cette synthbse et l’addition de l’activateur separe du 
dialysat par precipitation a l’acetone ou a l’achtate neutre de plomb 
fait reapparaitre l’activite initiale en ce qui concerne la formation des 
pyrophosphates. 

Fig. 6. 
Synthbse de pyrophosphates a partir d’orthophosphate disodique par la pyrophosphatase 
alcaline de l’intestin de Chien brute ( ), dialyske 3 jours 37O ( x ), ou dialyske et addi- 
tionnke de l’activateur naturel ( 0).  (Abscisses: temps en heures. Ordonnees: p. 100 des 
orthophosphates transformks en pyrophosphates) (d’aprbs Nguyen-van Tho&, Roche et 

Danms). 

La preparation d’activateurs de ce type a BtB mise a profit pour 
realiser la phosphorylation de divers corps, en particulier celle de 
l’amidon et du glycogbne, par la phospho-monoesterase alcaline (ob- 
tention d’amidons phosphoryles a 1,5 p. 100 P et de glycogbne phos- 
phoryle a 2,5 p. 100 P). Ces effecteurs d’un type nouveau sont a 
coup sar importants du point de vue physiologique. Leur existence 
n’est d’ailleurs pas particulibre aux phosphatases, car nous avons pu 
en caracteriser un autre propre a la p-glucosidase. 

Les incidences biologiques de 1’6tude des phosphatases s’etendent 
aussi a d’sutres domaines, dans lesquels la mesure precise de leur 

80 
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activite apporte des donnees permettant d’expliquer le mbcanisme 
de processus physiologiques divers. Les recherches poursuivies sur 
l’action d’une phosphatase dens l’ossification sont B cet Bgard significa- 
tives. Un trbs important ensemble d’observations, faites par Robison 
et ses &eves, indiquait la participation de cet enzyme a la formation 
du phosphate tricalcique au niveau des osl), mais seule 1’6tude quanti- 
tative de celle-ci sur des coupes d’os en croissance, realisBe par Roche 
et De7tow2), a donne une reprbsentation precise de son mode d’action. 

0 + 8 I f 1  0 4 8 ? P h  

Fig. 7. 
Fixation par des coupes de cartilage d’accroissement ou d’os metaphysaire (veau) de Ca 
et d0 P apportks par du chlorure de calcium et soit du phosphate dhodique, soit du 
glydrophosphate de sodium (j3) it pH = 7,3 et B 370. Quantitds d’616mentir minbralisa- 
teurs presents par 100 cms de liquide nutritif: 10 mgr. Ca et 5 mgr. P mineral ou or- 
ganique. (Abscisses: temps en heures. Ordonnbes: gamma P et Ce fixes par cm3 et par 

100 mgr. de tissu) (d’eprbs Roche et Deltour). 

Comme le montre l’examen de la figure 7, la fixation de phosphore 
par le tissu osseux en voie de formation est notablement plus blevBe, 
a concentrations initiales Bgales du liquide nutritif en phosphore total, 
si cet element est apportd par un ester plut6t que par des phosphates 
mineraux, done libere h 1’6tat d’ions phosphoriques au niveau des 
osteoblastes s6cr6tant la phosphatase. Parallhlement, la fixation du 

New-York, Univ. Press Bd. (1933). 
I )  R. Robison, The signifiance of phosphoric esters in metabolism, 1 vol., 104 p., 

*) J .  Roche et 0. H .  Deltour, B1. SOC. Chim. biol. (Trav.) 25, 1260 (1943). 
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calcium est beaucoup plus forte en presence de glycerophosphates 
que de phosphates. I1 en decode que la mise en libertk d’ions phos- 
phoriques au niveau des territoires ou Bvolue la calcification pro- 
voque vers ceux-ci un veritable drainage des ions calcium presents 
dans les humeurs. Dks lors le r61e physiologique de l’enzyme apparait 
comme celui d’un agent de concentration locale en ions phosphoriques 
dans les os, concentration grhe  a laquelle s’opbre un appel des ions 
calcium des humeurs et, secondairement, la precipitation d’un phos- 
phate de calcium insoluble, regie par le produit de solubilitk de ces ions. 

Ce rapide expose montre la diversite des domaines auxquels 
s’6tend la biochimie des phosphatases et les nombreux problkmes que 
pose son etude. La description des systbmes phosphatasiques naturels 
est aujourd’hui trks avancke, mais la connaissance des phosphatases 
en tant que molecules chimiquement dhfinies est B peine Bbauchde. 
C’est dire quelle importance rev6t la preparation de phosphatases 
pures, qui doit &re le plus immediat des buts qu’il convient de chercher 
B atteindre. Mais l’ktude du mecanisme d’action des phosphatases 
dans de nombreux processus physiologiques conserve aussi un grand 
interGt, car elle permettra sans doute d’expliquer les modalites de la 
formation des phosphates au niveau du rein, de la glande mammaire, 
et celles de nombreuses reactions phosphorylantes independantes de 
processus couples (transphosphorylation, actions de la phosphorylase, 
de la myokinase). Aussi la biochimie des phosphatases se developpe- 
t-elle sans cesse, offrant B la sagacite des chercheurs un champ d’action 
vaste et fecond. 

Laboratoire de Chimie biologique, Faculte de Mkdecine 
et de Pharmacie, 92, Rue Auguste Blanqui, Marseille. 

155. Etude SUP le potentiel d’oxydo-reduction. 
Limite de croissance des baeteries anaerobies 

par E. Aubel, A. J. Rosenberg et M. Granberg. 
(25 V 46) 

I1 a 6th montre dans une serie de travauxl) sur Clostridium 
Saccharobutyricum et Clostridium Sporogenes, qui sont des anaero- 
bies stricts, que l’oxygkne n’entrave pas la degradation des mhtabo- 
lites, donc que la liberation de 1’6nergie necessaire l’entretien de la 

l) E. Aubel et J. Houget, C. r. 209, 259 (1939), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 488 
(1945); E. Aubel et E .  Perdigon, C. r. 21 I ,  439 (1940), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 
498 (1945); E. Aubel, n. Rosenberg et N .  de Ghezelles, B1. SOC. Chim. biol. (trav.) 25,1152 
(1943), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 502 (1945). 




