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Ce composb est l’anilide de l’acide acridine-carboxylique-9 (VI; R = H). On l’obtient 
aussi, en effet, & partir de cet acide‘) de la manihe suivante. On chauffe au reflux, pendant 
1% heure, 1 g d‘acide avec 20 om3 de chlorure de thionyle, distille l’exc8s de reactif e t  
triture le residu huileux avec un melange de 20 om3 de benzene et  de 20 cm3 d’6ther de 
pi?trole. Le pr6cipit6 est essore et s6chk: 0,8 g. On en traite 0,2 g par 1 om3 d’aniline, chauffe 
le melange d’heure au bain-marie e t  le triture avec un litre d’eau contenant un peu 
d’ammoniaque. On essore le prkcipit6 (0,15 g) et le cristallise dans l’acide acetique glacial; 
petits prismes jaunes de F. 315O. Le melange des deux produits fond & la m&me tempbra- 
ture. 

19,35 mg subst. ont donne 56,89 mg CO, e t  8,09 mg H,O 
19,72 mg subst. ont donne 1,68 em3 Kz (24O, 725 mm) 

CzGH14C)K, Calcule C 80,52 H 4,73 N 9,39y0 
(298,33) Trouve ,, 80,23 ,, 4,68 ,, 9,34”i, 

R ~ S U M G .  
La condensation de la methyl-9-aeridine avec divers nitroso- 

d6rivks a donnP, dans tous les cas BtudiBs, un mklange de nitrone et 
d’azomkthine. l ~ e s  quantitks relatives des prodnits form& dkpendent 
de la nature du nitrosodkrive utilisk. 

Instituts de chimie et de chimie physiologique de 1’UniversitB 
de Fribourg (Suisse). 

88. La phosphatase alcaline du rein de Porc 
et le syst6me Mg”/P, O;4 

par Emile Cherbuliez e t  Pierre Bertagna. 
(31 XI1 48) 

Dans une Btude publiBe en 1946, J .  Roche et ses collaborateurs2) 
ont examini! l’inhibition de la phosphatase alcaline de l’intestin de chien 
par les ions F-I, P04p3 et P,0,p4. 11s ont constst6 notamment qu’une 
incubation de l’enzyme en presence d’ion pyrophosphorique se traduit 
par une inhibition complete que l’addition ultkrieure d’alanine e t de 
Mg+,, activateurs tous les deux, n’abolit que partiellement ; lorsqu’on 
commence par contre par une incubation en pr4sence d’alanine, l’addi- 
tion ultiirieure de pyrophosphate et de sel magndsien fsit apparaitre 
une tr&s forte action phosphatasique. Ces observations montrcnt d6jA 
que les ph6nomknes peuvent &re fort complexes. 

Voulant simplifier le problkme, nous avons examin4 le comporte- 
ment d’une phosphatase alcaline vis-8-vis de deux effecteurs minBraux 
antagonistes, les ions magnksium (activateur) et pyrophosphorique 

l) L’acide acridine-carboxylique-9 a Bte prepare d‘apr6s A .  Berzthsen et  F .  Muhlert, 

2, c‘. r. SOC. Biol. 140, 149 (1916). 
B. 20, 1549 (1887). 
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(inhibiteur), en absence de tout traitemchu t aye(’ tle l‘alanine. Nous 
nous sommes adressbs a la phosphatase ;&%line d u  rein de Pore quc 
nous designerons dans la suite par phosl,hatsse :tlcalinc tout court. 

Nos pr4parations d’enzyme, obtenws par ;tutolysc hydro-alcoo- 
lique en pr6serice d’ac6tate d’kthyle selon A Lbwx l ) ,  n’Pt:iienl pas purcs 
au point de vue chimique, mais nous avons eu soin tlc cmihtntcr leur 
puret6 enzymatique, notamment l’absenc~ dc phosyh;r t :ise :tcide qui 
pouvait provenir des hematies qu’il est tlifficilr tl’4linii1icr int egrale- 
ment malgrb des lavages repC.tks, et de p j  rophosph:tt:ew. 

Comme substrat, nous avons utilisP le B-glycPropl-iosl)l-t;~te de so- 
dium, sur lequel nous avons fait agir l’enzytne h 37O, au pH !),?, main- 
tenu a l’aide du tampon au veronal-Na0I-J de 9lichavli.s. 

Notre phosphatase prksente l’actiwl ion nomiale IJill’ l’ion Mg+2, 
ce dernier pouvant indifferemment &re in troduit c*oninie sulfate ou 
comme chlorure. Les anions sulfurique el chlorc, itux f’;iiblvs concen- 
trations utilisbes, sont donc sans effet. L’act ivatioii tist grxtlaelle et ne 
se fait sentir intkgralement qu’au bout ti(* I:t prcmibe l i c w c . .  

L’ion pyrophosphorique agit commv iiil-iibiteur ahsolu aux con- 
centrations examinbes et  comprises entrc. 0,03 et 6,7.3-111.; aprPs unr 
faible activitd initiale, l’hydrolyse s’arrC‘t(L c~omplittemerrt . T I  n’y a pas 
destruction du ferment : une addition u1tc:riaure dc sulf:hte tie magiit!- 
sium fait rdapparaitre une hydrolyse noniiale cia glycero~)hosphate. 

D’aprPs eertains auteurs, l’ion Mg+2 m*ait iin act i\ at  e u ~  nature]. 
On pouvait donc penser que l’action inliil)itrice dr l’ion pyrophos- 
phorique serait due a la prdcipitation dw fracc~s d c ~  rn:ign(>’ 3 ium con- 
tenues dans nos prPparations d’enzyme ; le c:ir:ictiw 1)rogressif cie 
cette inhibition pouvait s’expliquer par ]:I ]~r4sc~ncr, tl:ins irotre phos- 
phatase encore impure, du magnesium sous formr tl’i in clomplexe 
protkique qui n’dtait pas dkcompose irtst;eritanPmc~~it~ par le pyro- 
phosphate. Mais lorsqu’on ajoute au ni6l;enge : enzynir t substrat, 
simultan4ment des quantitks kquivalent e h  tie Mg+2 clt tlr P,0,-4 
( $4 mol. de pyrophosphate pour 1 mol. d(h sulfate de ni:ign4sium), on 
observe une act‘ivite’ enxymatique marque? 1/11 i n’cst p u s  ( m t  i [ l t +  p a r  ti91 

cx&s de  pyrophosphate, mais seulement ;it1 6nnPe. 
Etudiant ce phBnomBne paradoxal. iious avons coiibtati. quc 

l’ion magnksium forme avec l’ion pyro~~liosplioric~ue un t.omplese 
facilement soluble repondant A la formulc. globa le 1 I’,07Jlg]Xa2. Prd- 
par6 B partir de quantitds Bquimol6culaii~c~s de hulfat e tit. m;tgnPsium 
et de pyrophosphate de sodium, ce coniplexe n*a qu’unr stabiliti. 
limitbe: au bout de quelques heures, voirr qitclques riiiniiteh, h la tem- 
pdrature ordinaire, plus rapidement h t2Ji;~ud et inst:intanPmerit h 
l’ebullition, il se dkcompose avec prkcipit;! tiori tlu magni.siurri comme 
pyrophosphate pratiquement insoluble et dorit l a  suspt~nsioir est tout 

~- 

l) H .  Albers et E. dlbers, Z. physiol. Ch. 232, IS!) (1935:. 
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2, fait inactive vis-a-vis de l’enzyme. Mais cette prdcipitation est 
d’autant plus lente et plus incomplete que la solution contient da- 
vantage de pyrophosphate alcalin en ex&, et une solution contenant 
5 mol. de pyrophosphate pour 1 mol. de sulfate de magnesium est par- 
faitement stable m&me a l’dbullition. Le pyrophosphate sodico- 
magndsien facilement soluble est prdcipitd aussi par addition de dis- 
solvants non aqueux tels que l’acdtone ou l’alcool, mais il n’y a pas 
ddcomposition : les precipitds se redissolvent dans l’eau en donnant des 
solutions presentant toutes les propridtds primitives. 

On connait toute une sBrie de pyrophosphates sodieo-magnksiens 
complexes. Basset et* collab. l) notamment ont prkpard plusieurs sels 
de ce genre qui sont fort peu solubles dans l’eau, par exemple 3 P,O,Mg,, 
P207Naq, aq. Tous ces sels sont earact6rise5s par un rapport Mg/P,O, 
plus grand que I, rapport qui caracterise le sel complexe facilement 
soluble; il est done naturel qu’un excbs de pyrophosphate alcalin 
tende a stabiliser ce dernier. D’autre part, on observe pour une quan- 
tit6 donnee de P,O,MgNa, un effet activateur initial constant quel que 
soit l’excks de pyrophosphate alcalin, ce qui nous porte a croire que 
c’est bien ce sel complexe qui est responsable de l’activation de l’enzyme. 

Quant a l’activation observde par un melange de 2 molecules de 
sulfate de magndsium et de 1 moldcule de pyrophosphate de sodium, 
elle s’explique par le fait que dans ces conditions, il y a formation d’un 
pyrophosphate magnksien insoluble (et inactif) contenant un peu plus 
de 2 Mg par P,O, (sel basique ou entrainement de S0,Mg) ; il reste done 
un petit ex& de pyrophosphate alcalin en solution, qui entraine 
son tour l’apparition d’une certaine quantite de pyrophosphate 
sodicomagndsien soluble, decelable non seulement par son effet 
activateur sur la phosphatase, mais encore par l’analyse mindrale. 

L’effet activateur du pyrophosphate sodicomagndsien complexe 
se distingue de celui de l’ion Mg+, simple par sa persistance en pr8- 
sence d’ion pyrophosphorique. Comme les effecteurs naturels, pr6- 
sents dans nos preparations de phosphatase, sont complbtement in- 
hibes par P207-4, nous en srrivons la conclusion que l’ion magnd- 
sium ne saurait &re le seul effecteur naturel de la phosphatase al- 
caline du rein de Pore, ee qui n’exclut pas que cet ion puisse, dans cer- 
tains cas, jouer un r61e physiologique d’activateur de (let enzyme. 

Par ailleurs, il est intdressant de constater l’existence d’un activa- 
teur purement mindral, caractdrisd par certaines propridtBs physico- 
chimiques analogues B celles de certains protides : destruction irr6- 
versible (((coagulation))) par la chaleur; precipitation reversible par 
cies dissolvants organiques miscibles a l’eau (alcool, acetone). C’est 
croyons-nous, la premikre fois qu’une observation de ce genre a Bt6 
faite: ces caractbres de prdcipitabilitd sont done tout a fait insuffi- 
sants pour faire prdsumer la nature protdique d’un effecteur. 

~~~~ 

I) H .  Basset, W .  L. Bedwell et J. B. Hutchinson, Soc. 1936, 1412. 
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Part i e e x p Br i m e 11 i :I I e. 
1. Prtparation de la phosphatam ulcalinrl). 

Des reins de Pore frais soigneusement laves pour 11,s tlkbarrassrr dii 
La pulpe est suspendue dans un melange de 900 em:’ d‘itthaiiol ;L 50 
d’un melange B volumes Bgaux de toluene et  d’ester ;ii.i.iique, ponr 1 lig de win. Aprks 
5 jours d’agitation A la temperature ordinaire, on filtre. I,c filtrat est I)ri.cipiti. par addition 
d’kthanol jusqu’& une concentration de 70%. Apres q i i ~ ~ l i i u e s  tielires de wpos pour l’ag- 
glomkration du precipitir protkique, on centrifuge. Lc ( . i i I (o t  cst lavb deua fois B 1’Pthanol 
a 70% et une fois A 1’6ther. Par dessiccation rapide dans le vicle, on ohtic,nt iinc poudre 
brunbtrc. 

Cette phosphatase alealine brute se dirsactive lciil cmient i ~ u  rc’1)os : soti act ivit6 vis- 
b-vis du glyckrophosphate a pass6 par exemple de 260(l 11 l’/miii !nix S proti.iqii(. k 1600 ;’ 
(mesures dans la premiere heure). Pour des raisons d’cii,die pratiqrir. no i i s  VII avons prP- 
par6 des solutions aqueuses, dont la conservation est, tout a.ussi tionnc: I‘ac.tivit4 di.clincs 
par rxemple en trois semaines de 2600 y I’/min/mg K A I liOl) y. (‘ettc. iliniiriiitioil d’activitP 
n’affecte pas sensiblement l’action des effeeteurs 6tudii.s : caiprim(be en ivnt iiviics. c,c.llc-ci est 
indkpcndante de l’bge des solutions. Les produits d’inactil at ion dv I‘c~n~yriit. n‘inti~rviennrnt 
done pas, dans nos conditions de travail, sur les aetiv:itic niis ct inhihitioils ol)sr . rvi~s .  

En traitant l’enzyme brute avec de l’eau (500 miB ~iour  .500 nig), i ) r i  coilstate qu(. 
la majeure partie ne se dissout pas. Les solutions fi1tri.w h i c h c s  sc tr(iu1)h~rit a i l  i q o s  i la 
glaeikre, mais sans perte d’activit6. Le prkcipitk prothiclul. fornii. cst h i i t  A h i t  inactif: 
la liqueur elaire obtenue par centrifugation apres 48 hriirvs de rcpos b;iss:c. ttiiipi.raturv 
ne se trouble plus. Elle coritient 25 mg de rksidu solid[. {iar 100 cin3. a w c  unc tcmcur c ~ i i  

azote protirique de 1,6 m g x .  Le phosphore mineral (c,xprinib im ion PO, 5 ,  rt.pr6sentt. 
environ 7,5 mg:/o ; phosphore organique: traces. Lors (1~:s dosages dv 1’;ic.t iyiti‘h enzyma- 
tique, effect& au colorimetre comme bleu de molybilimt., Ics priscs coIoriniCtrPes cor- 
respondaient par suite des dilutions successives A 1 . 1 1 1 ~  de sol iit ion t l<*  phosphatase. 
soit 2,5 ^J PO,-3, quantitk negligeable e t  rentrant daiis IPS 1iriiitc.s t l ’ c w v i i r  dii dosage. 
Teneur en magnksium: traces. 

L’absence dc phosphatase acide des hematies ( 1 1 , ~  optiinu~ii 5,s) clii i .  c~~trinie la 
phosphatase alcaline, exerce une action pr6fkrentiellc sur le ~-~1~c~i.ropliosphiltc. a 6tC. 
verifibe par la non-libkration de P A ce pH, partir dii ~ l ~ c i . r i ) ~ j l i i i s l ) h a t ~ ~ .  L‘aljjence de 
pyrophosphatase dircoule de la stabilitir do pyrophosphxtc vis-i -vis dc l‘iwz,vrtit. ail pH 8 
(optimum d’activite de la pyrophosphatase: pH 7,2-8.2). 

2. Mesure de l’activitt enzyniiiliqrcc.. 

Le /I-glyckrophosphate de sodium cristallisk ktait ictilisd so i l s  fiiriiii~ ( l ‘ i i i i t ,  solritioii 

En general, les prises d’essai de 20 em3 etaient ccbiist i t i i k h  par 
aqueuse L 87”. 

5 cm3 sol. de phosphatase 
5 cm3 tampon au veronal-Ka, pH ~ 9.2 
5 om3 sol. de glycirrophosphate 
5 om3 d’effecteur (ou d’eau pour 11’s ti.niiiins) 
Temperature: 37O 

Le pliosphore mineral libQr6 a k t k  dose sur une p i s ( ,  O r  2 ctii8. ili~fi.iliii~c~ par addition 
de 4 em3 d’acide trichloracbtiquc A 20%. 5 em3 du filtiat son1 at1ditioniit‘~s (11, 1,2 cnt3 
C10,H b SO:;, de 1,0 cm3 MoO,(NH,), A 5oj, de 0,5 i . i i i 3  dr solution ridiic+ric,t. (6.5 g 
SOJa,, 1,2 g S03HKa et  0,l g d‘acide hydroxy-2-ainiiit,-1 -iia~~ht;ili~nc.-ctiIfotii~~iie-l ad 
50 em%)), portks A 15 cm3 et  photomktrbes aprks 10 miniit(,s. apri,s dilntion iiii nii)ins dans 
le rapport 1 : 20. 

l) Essentiellement d’aprks H .  et E. AZbers, 1. c. 
2 ,  C’est exclusivemcut de l’enu bidistillire au laboi..itctircL q i i i  ii  i.tC utili&c. iin cuurs 

de ce travail. 
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3. Le pyrophosphate disodique monomagne‘sien. 
Lorsqu’on introduit dam une solution de pyrophosphate tktrasodique goutte A 

goutte une solution de sulfate de magnksium, on constate que chaque goutte de solution 
magnesienne produit un trouble qui disparait quand on agite; un trouble dkfinitif ne se 
produit que lorsqu’on dkpasse la proportion de 1 Mg pour 1 P,O,. En procedant d’une 
manikre inverse (pyrophosphate versi dans le sel magnesien), on constate la formation 
d’un precipitk augmentant d’abord, rkgulikrement, pour diminuer cnsuite progressivement 
d8s qu’on dkpasse 1/! P,O, pour 1 Mg; lorsqu’on a atteint la proportion de 1 P,O, pour 
1 Mg, la liqueur est redevenue pratiquement limpide. Le pH des solutions limpides estde9,2. 

Les proportions des deux constituants utiliskes pour la prkparation des solutions 
limpides montrent que le sel form6 doit rkpondre A la composition globale P,O,MgNa, 
d’un pyrophosphate disodique monomagnksien. Ce sel n’est pas trks  stable: en l’absencc 
de tout excks de pyrophosphate alcalin, les solutions limpides s(: troublent au bout de 
quelques minutes B la temperature ordinaire; une addition ultkrieure de pyrophosphate 
de sodium permet la redissolution lente du prkcipiti. formi. lorsqiie ce dernier n’a pas eu 
le temps de vieillir. L’kbullition provoque unc prkcipitation instantanke do pyrophosphate 
de magnksium; le pr6cipitk une fois formi ne se redissout plus, ou seulement avec une trks 
grande lenteur, m&me en pr6sence d’un grand e x c h  de pyrophosphate alcalin. Ce dernier 
ajoutk d’embl6e par contre empeche la precipitation, mame B l’kbullition, dks qu’on a 
environ 5 mol. de P,O,P;a, pour 1 mol. de sulfate de magnksium. 

L’addition d‘alcool ou d’acktone B la solution du sel P,O,MgXa, precipite ce dernier 
(avec le sulfate de sodium); aprks lavage A l’aci.tone, on obtient un produit qui se dissout 
de nouveau intkgralement dans l’eau en fournissant Line solution presentant les caractkrcs 
de la solution initiale. 

Les phknombnes intervenant dans la dicomposition du pyrophosphate disodiqur 
monomiagnesien sont fort complexes. Basset et  co1lab.l) ont dejA obtenu divers pyrophos- 
phates sodicomagnksiens caractCris6s par des rapports P,O,Na,: P,O,Mg, diffkrents, mais 
tou jours infkrienrs A 1 (ce dernier rapport earactirise notre pyrophosphate disodique mono- 
magnksien). C’est la prkcipitation de ces pyrophosphates sodicomagn6sicns plus pauvres 
en pyrophosphate de sodium qui explique l’instabiliti relative du pyrophosphate disodique 
monomagnesien. I1 est fort nature1 yu’un exc& de pyrophosphate alcalin tende B prevenir 
la formation des pyrophosphates mixtcs panvres en pyrophosphate sodique et stabilise 
par conskquent le sel P,O,Mgn’a,. 

Lorsqu’on melange rapidenient le pyrophospliate de sodium et le sulfate de magnb- 
sium dans le rapport molkculaire 1 : 2, on n’obtient pas du pyrophosphate dimagnksien pur. 
mais c’est un sel contenant sur 1 P,O, un peu plus de 2 Mg qui prkcipite; il reste en solution 
un peu de pyrophosphate alcalin qui se combine B du sulfate de magnksium dans le rapport 
1 : 1 pour donner du pyrophosphate disodique monomagnksien qu’on retrouve dans le 
filtrat. Pour l’etablir, nous avons hydrolys6 l’ion pyrophosphorique present dans le filtrat 
e t  dose (par colorimetric comme bleu de molybdhe) l’ion PO,--3 formk. Un pyrophosphat’e 
P,O,MgNa, fournira par hydrolyse deux niol. d’acide phosphorique pour un atome de 
magnksium. L’addition d’ammoniaque et de chlorure d’ammonium doit alors entrainer la 
prkcipitation du magnesium avec la moitik du phosphore comtne phosphate aminoniaco- 
magnksien, I’autre moitik restant en solution : 

On mklange 50 121113 de solution dkcimolaire de sulfate de magnisium avec 37,2 em3 
de P,O,Xa,, 10 H,O A 3,0%. Dans le filtrat du pr6cipiti voluminrux, on dose sur une partir 
aliquote l’ion pyrophosphorique comme PO,-3 a p r h  hydrolyse par addition dc son vo- 
lume de C1H n. et chauffe B 100O pendant 3 h. Une autre prisc, hydrolyske de la mirnie 
manikre, est additionnee de chlorure d’ammonium p t  d’smmoniaque: le magnesium present 
prkcipite comme PO,MgNH, . On dose d’un c6tB l’ion phosphorique rest6 en solution et de 
l’autre celui qui se trouve dans le prkipiti., et on exprime les r6sultats en ion P,O,-&. 

1) Loc. cit. 
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Pz0,-4 total 75,6 mg”,i Rapport P,,,t, P,,,c~ = 1.!13.1 
,, ppt6 39,05 mg% ,, Plot. P3on,IJpt(  - . 1 . ! ~ 1  
,, restant en solution 38,9 mg”; 

Le resultat de ces operations montre que le scl c~nitiplesr soluble coiiti(siit bieii I ( >  
magnCsium ct le reste PzOi daiis le rapport 1 :  1 ,  expriiii6 par la foriiiulc. clue iious a w n s  
adoptkc. 

Dans les solutions de ce corps, I’ion magn6siuni cst masqiii.. S o i l  scTiiIvnient uii 

rxc8s de pyrophosphate lie dbtermine aucune prkcipitai inii puiscp’aii coiitwirr il stabiliw 
lcs solutions, mais encore celles-ci ne sont precipitees ni par additioii tle c.;wlmi:rte alcalin. 
ni par celle de phosphate alcalin. Voil& pourquoi nous p i ~ ) p s o n s  pour ce Iitiosphate disodi- 
que inonomagnksien la forniule [P,O,Mg]Na,. 

4. La pho~phutase alcaline et le syst&i/{, .Vg+2/Pz0,- 4. 

Activation par Mg+2. Notre phosphatase alcalirie pri,sentc, l‘activatioii bien coiiniie 
par Mg+2, sur laquelle nous n’insisterons pas. Notrc c*rizJ.mc contenant clcs activateurs 
naturels, l’activation est relativement peu marquee; ~ 1 1 c .  e:;t dr I’ordrc de :10 b 40°:, pour 
des concentrations en Mg+z de 0,00125-m. & 0,01-m. L’r,ff.t du chlortire vt du snlfate tic 
magnesium est identique. 

9000 - 

g 8000- 
* 
8 3 7000- 
9. 6000 - 
a” 
g 5000- 

a” 4000 - 

0 -c 

i 

c 

7 2 3 4 5 6 
7;emp.s en heures 

Fig. 1. 
I et  11: Inhibition (I) de I’action de la phosphatase par PL07Va4 (( oncxcritration fj.0144-1ti.) 
cLt i6activation (11) au debut de la 48me heure par add11 1011 de 1 ,G 111cJt. S( )*Ug IJar iiinl 

de pyrophosphate. 
111: Activation par Mg+2 en pr6sence de pyrophospliatc, iriagnc~sicri (rap1)ort I’,O,Sa,, 

SO,Mg = 0,435; concentration du Mg+2 en e x c ~  9 :  enviion 0,~~012-in.) .  
I\’-VIII: Effecteur PLO,MgNa, prepare awe dilieients excai.s de I 

Rapport [P,O,Mg]Na, 
P,0,-4/Mg+’ millimolarite 

I V  0,3 1,l (prbcipitat i o i i  de 1.t iii<ijcurt: l).Litict dr ME) 
V 1 (rapport th6onqiie) 10 

V I  1,25 8,7 
V I I  3,50 593 

virr 4 2,s 
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Inhibition par P,07-4. L’addition de pyrophosphate de sodium provoque une in- 
hibition complBte aprks une phase initiale de 1 heure, pendant laquelle on remarque encore 
une certaine hydrolyse du glyc6rophosphate. Cet effet est constat6 dans nos conditions- 
type pour toutes les concentrations utiliskes (concentration de P,07-4 dans la liqueur 
d‘essai variant de 0,03-m. h 0,675-m.). I1 n’y a pas destruction de l’enzyme; une addition 
ultkrieure de sulfate de magnesium retablit l’hydrolyse du glyckrophosphate (voir fig. 1, 
courbes I et 11: inhibition par P,O,Na, 0,014-m. (I) et reactivation au debut de la 48me 
heure (11) par addition de 1,6 mol. de sulfate de magn6sium par mol. de pyrophosphate). 

Activation par le phosphate disodique monomagnksien. La fig. 2 represente les activiths 
relevees dans des essais effectu6s toujours dans nos conditions-type, en presence de 0,30 
A 5 cm3 dune  solution contenant l’effecteur & la concentration 4,35-millimolaire. Les con- 
centrations de l‘effecteur en millimolarit6 dans l’essai sont indiqukes. La plus grande 
dilution qui rkvde encore une activation marquee de la phosphatase alcaline correspond 
h une concentration 0,27-millimolaire de l’effecteur pour une concentration 0,29-milli- 
molaire (exprimke en azote protkique) de l’enzyme (courbe 111). Comme notre phosphatase 
n’ktait nullement pure, ce rapport ne permet pas de tirer des conclusions plus prhcises en 
dehors de l’effet activateur trks marqu6 du pyrophosphate sodicomagnksien. L’affinitk 
de l’effecteur pour le systkme enzymatique doit en tout cas dtre 61evke puisque l’activa- 
tion est encore nette dans des conditions dans lesquelles la concentration de l’effecteur 
est du mdme ordre de grandeur que celle de l’enzyme. Aux concentrations plus &levees. 
les rbsultats deviennent irrhguliers, probablement A cause de la faible stabilitir des solu- 
tions du sel sodicomagnksien en absence d’un excks de pyrophosphate. Cette instabilitd 
se traduit encore par la disparition de l’effet activateur lorsqu’on laisse avieillirn les solu- 
tions du phosphate disodique monomagn6sien avant de les ajouter au ferment. 

I 2 3 
Gmps en heures 

Fig. 2. 
Action cffectricc d’un filtrat frais de 2 SO,Mg+ P,O,?r‘a,, contenant un peu de P,O,MgNa,. 

Conditions-type (volume total de l’essai: 20 cm3). 
Volume de filtrat ajout6 [P,O,Mg]Xa, millimolarit6 

I 0,31 cm3 (se confondant avec lc t6moin) 0,065 
I1 0,62 om3 0,13 

I11 1,25cm3 0,27 
I V  2,Fi cm3 0,55 
V 5,0 cm3 1 7 1  



6iO HELVETICA CHIMICA Ai;T \. 

Persistance de l’activation par P,O,&lgNa, en prP.wwe d~ P20;  cu (‘L 

nombreux essais, nous releverons une skrie (voir fig. 1 .  c<)urbes I l l  - -Vl I l )  clans laquelle 
le mklange-type contenait toujours 5 em3 d’effecteur 1iri.Iiai-i. en iiii.lnngc.ant iine solution 
dkcimolaire de sulfate de rnagnirsium avec des quantiti’,s i.roiss;Lntcis t k  1)yropliosphate de 
sodium (sol. h 37:). 

Dans l’essai 111 (rapport P,O,/Mg = 0,435), il )’ ,I iin ex(& d c >  sc.1 iiiagiihien. C’est 
done tout simplenient l’activation magnhsienne qui (1st rc4evi.e. les pri.cil)iti‘,s fornihs dans 
l’interaction du pyrophosphate alcalin et du sulfate d i .  iitagni.siiiiii (.tatit tot:rl(.iiimt di.- 
pourvus deffet, comme des rxphriences ad hoe nous I’oii t moiitri,. 

fig. 2: en prkparant l’effecteur avcc ‘/2 mol. de pyrolilio,.phatc, p o u r  I I I I I ) ~ .  ( I t ,  sel mag- 
nbsien, on prheipitc la majeure partie du Mg (pyrophf ,qpliatc ~Iini;igti~~sI~~ii avcv. un lhger 
rxcks dc Mg+2, voir p. 665; produit tout h fait inactif) 1.t i I  y :t formation ;.iinult:tnhc d’un 
peu de pyrophosphate disodiquc monomagnksien, h n I I” ~.oncciitr;ition 4.:&iiiiI limolaire. 
Par conskqucnt, la concentration rCelle de l’effecteur f’:( ),HgS;i, t hns  1‘c.ss;ri it I:th dc  1,l- 
niillimolaire. Or Ir r6sultat de cet cssai rejoint praticiii~~iiic~rit~ c.c.lui tlii ti1’. \’ (11, la. fig. 2 :  
les phhnomhes deerits sont done rrproductibles. 

Dans les essais V h VZII dc la fig. 1, il y a un rapport P , O j  hlg &gal A I O I I  ~ i l i i s  grand. 
Ici, la totalit6 du magnhsium est. transformire en P,( )JlgSa,. Avrc. 1’;irigrnc.ritation d t  
l’excbs de pyrophosphate alcalin, il y a ici en m&me trinl’s iinr d i r n i i i n t i o n  t i (% la concc.nt,ra- 
tion de cet effecteur (voir rapports P,O,/Mg et  contrc.iiti.:Ltions iiiol;i.irt~s dc I’,O,MgSa, 
indiquks). L’action activatrica observ6e dans la premiiw. hlwre cst pr;itic~iit~iiieiit la ni&mc. 

L’action activatrice du pyrophosphate disodiqnc, ntonontagiii.sien ii‘est. ridlenient 
annulbe, mais seulement diminube par un excks de pyi.iiptiospiiatc. alcaliii : tantlis que cc 
dernier agit comme inhibiteur absolu vis-&-vis du fermi~tit brut avoc ;ictir;itcurx natnrels, 
il se coniporte ici comme rin inhibiteur compktitif relat ivc,nient pcsu i~ncrpI(1no. 

L’essai I V  (P,O,/Mg = O,5) reprksente une exp(.i%,nccL analoyitc~ ji I‘( 

RI&UMB. 

Dans le systkme Mg+ 2/P207-4, nous a\.ons mis en hyiclenve l’exi- 
stence d’un anion complexe pyrophosph;r to-magnhsien don t le sel 
sodique rBpond 8 la composition globale I P2O731g]Xa2. (’(3 sol com- 
plexe se forme toutes les fois que Pion Mg+2 se trouvtb en pr4seiice d’un 
excBs d’ion pyrophosphorique h un pE alcalin. 

Pour la phosphatase alcaline du rein (It? Porc., cae pjrophosphate 
disodique monomagnitsien est un activateur hergique, cai.ac:ti.risit par 
son indiffBrenc,e relative vis-8-vis d’un ex& cl’ion ~,yropliosphorique. 
Ce dernier &ant un inhihiteur ahsolu de la pliosph;i,taae al(8aline brute, 
il en ritsulte que l’ion Mg+2 ne saurait &re Ic seul a#ctivat,c.ur nature1 
de cette phosphatase. 

Laboratoire de chimie pharmacwitique ( l ( h  1‘ I ’11iversit6 
de GenP\e. 


