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Action des cations bivalents sur l'activité
de la phosphatase alcaline des microvillosités intestinales.
Influence du pH et du substrat
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Summary. Effect of bivalent cations on alkaline phosphatase activity of intestinal
microvilli. Influence of pH and substrate.

At alkaline or neutral pH and with PNPP or ATP as substrates, the effect of cations on
alkaline phosphatase of jejunal microvilli was shown to differ, .e. Mg* * had an activating
effect at high concentrations, Zn* * slightly inhibiting, Ca** and Co™** were inactive at all
concentrations. At neutral pH with PNPP as a substrate, Mg*™* and Co™* were active,
Ca** inactive and Zn** slightly inhibiting at high concentrations. Using ATP as a
substrate, all four cations were activators at all concentrations studied (0,2 to 5 mM). In the
latter physiological conditions (pH and substrate}, similar effects of the cations were
observed with microvilli from other segments of rat small intestine.

Introduction.

Pour le dosage de |'activité des phosphatases alcalines, les conditions choi-
sies sont fort éloignées d’un fonctionnement naturel. Par commodité, le substrat
couramment employé est le paranitrophénylphosphate (PNPP), le PNP issu de
I'action hydrolasique de I'enzyme donnant en milieu sodique une coloration jaune
directement mesurable. Le pH retenu 9,8 correspond au maximum d’activité de
'enzyme.

Une électrophorese des protéines de la microvillosité intestinale montre sur la
méme préparation que les protéines phosphorylables possédent les mémes pro-
priétés électrophorétiques que les phosphatases alcalines (Dupuis et al., 1981 ;
Crouzoulon et al., 1983). L'étude des propriétés biochimiques des protéines phos-
phorylées de la microvillosité duodénale conduit aussi, aprés dissociation, a les
identifier aux intermédiaires phosphorylés des monomeéres de la phosphatase alca-
line {De Jonge et al., 1981).

Sans préjuger du mécanisme de la phosphorylation de la phosphatase mem-
branaire, on peut retenir que I'activité phosphatasique et la capacité de se phos-

Reproduction, Nutrition, Développement n°® 3/87. — 3



642 S. TARDIVEL et al.

phoryler constituent deux aspects fonctionnels de I'enzyme. Pour tenter de les
relier il faudrait que les deux réactions soient observées dans les mémes condi-
tions, ce qui n'est pas le cas quand l'activité phosphatasique est mesurée avec le
PNPP & pH 9,8 et la phosphorylation avec I'ATP a la neutralité. La mesure des
variations d’activité phosphatasique en fonction du pH et du substrat est I'un des
objectifs de ce travail.

On sait I'importance de |la phosphorylation des ATPases membranaires dans
le transfert des cations. Tandis qu’elles font usage de I’ATP en se phosphorylant,
leur activité enzymatique est activée par le cation transféré et ce sont alors des
ATPases NatK*Mg** ou Ca** dépendantes. Du fait que les phosphatases
alcalines sont aussi des protéines microvillositaires phosphorylabies dans quelle
mesure peut-on les rapprocher des ATPases ? Elies sont aussi des métalloenzy-
mes. |l peut donc étre intéressant de rechercher comment I'activité phosphatasi-
que varie, aux divers pH et pour les substrats précédemment cités, en fonction de
la nature et de la concentration en divers cations du milieu d’incubation. C'est
I'autre objectif de ce travail qui vient en préambule de |'étude d'une action de ces
mémes cations sur la phosphorylation des protéines microvillositaires.

Matériel et méthodes.

Produits chimiques. — PNPP {p-nitrophénylphosphate), ATPNa? (Adénosine 5'-
triphosphate disodique), Elon (sulfate de p-méthyl aminophénol), HEPES (Acide
N-2-hydroxyéthylpipérazine-N’ -2-éthane sulfonique et Tris-(hydroxyméthyl)amino-
méthane sont des produits Sigma. Les autres réactifs sont des produits Prolabo
« Normapur ».

Réactif animal. — les études sont faites sur des rats adultes Wistar de 3 4 4 mois
recevant le régime d’'élevage de Randoin et Causeret (1947) qui renferme pour
100 g, 600 mg de Ca et 500 mg de P. L'intestin gréle est prélevé, lavé dans du
NaCl 9 % et partagé en trois parties : le duodénum du pylore a I'angle de Treitz,
le reste de l'intestin est coupé en deux, la partie proximale est appelée « jéju-
num » et la partie distale « iléum ». Les trois parties sont fendues longitudinale-
ment et les muqueuses sont séparées par grattage et homogénéisées. Toutes les
opérations sont faites a 4 °C.

Préparation des microvillosités. — Les membranes microvillositaires sont prépa-
rées a partir d'un homogénat de muqueuse dans un tampon Tris 2 mM-Mannito!
50 mM pH 7,1 selon la méthode de Schmitz et al. (1973) qui utilise une précipita-
tion au CaCl,, des centrifugations différentielles ainsi qu’un gradient discontinu de
glycérol. Les membranes sont prélevées, lavées et conservées dans le tampon et
stockées a — 80 °C.

Contréle enzymatique. — Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford
(1976). Les enzymes retenues comme marqueurs de la membrane microvillositaire
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sont I'invertase, la leucyl aminopeptidase et la phosphatase alcaline dosées res-
pectivement selon Dahlquist (1964), Tuppy et a/. (1962} et par la méthode de Bes-
sey modifiée (1946).

Les contaminations par les autres fractions cellulaires sont recherchées en
mesurant l'activité de la (Na*-K*)-ATPase, de la NADPH-cytochrome C réduc-
tase, de la succinodeshydrogénase, de la 3-glucuronidase et de la lactate deshy-
drogénase comme précédemment décrit (Crouzoulon et a/., 1983).

Action des cations sur l'activité phosphatasique. — Cette action est étudiée a pH
7,2 et 9,8 quand le substrat est ie PNPP 5 mM et a pH 7,2 et 9,0 quand le sub-
strat est I'ATP. A pH 7,2 le tampon utilisé est un tampon maléate 50 mM ajusté
avec NaOH. Les pH alcalins sont obtenus en tampon Na,CO5;-HNaCO3; 30 mM.

L'hydrolyse spontanée de I'ATP étant d’autant plus forte que le pH est plus
alcalin, I'essai est réalisé a pH 9. Ce pH a d’ailleurs été utilisé pour des mesures
d’activité ATPasique (Wass et Butterworth, 1972 ; Majeska et Wuthier, 1975).

Les cations empioyés sous forme de chlorure sont le calcium, le cobalt, le
magnésium et le zinc dont les concentrations choisies sont données sous les figu-
res.

Les temps d’incubation & 37 °C varient de 10 & 30 minutes.

Si le substrat est le PNPP, le PNP libéré est mesuré a 405 nm apreés arrét de
la réaction par de la soude 0,1 N. Si le substrat est I'ATP, c’est le phosphate
libéré qui est dosé par la méthode de Lebel et al. {1978) aprés arrét de la réaction

- par addition d'acide trichloracétique a 10 % et centrifugation a 500 g. Chaque
essai est réalisé sur 4 prises de la méme préparation.

Résultats.

. — Qualité des préparations microvillositaires.

Le degré de purification est du méme ordre dans les différentes parties de
I'intestin et il varie sensiblement selon I'enzyme marqueur considéré : il est de 32
pour l'invertase, de 19 pour la phosphatase alcaline et de 15 pour la leucyl-amino-
peptidase. Ces différences s'expliquent si I'on considére que l'invertase est stricte-
ment localisée dans la bordure en brosse alors qu’une fraction de la phosphatase
alcaline et de la leucyl-aminopeptidase se trouve pour la premiére dans les mem-
branes baso-latérales et dans le cytosol pour la seconde.

Les contaminations par d'autres fractions cellulaires sont pratiquement négli-
geables dans ce type de préparation. Cependant, un certain niveau d’activité
(Na*K*) ATPasique indique la présence de membranes baso-latérales. Mais, par
rapport aux homogénats de muqueuse, le rapport des enrichissements respectifs
en Na*tK* ATPase et en invertase montre que les membranes baso-latérales
représentent 1/20¢ environ des protéines présentes dans la préparation des mem-
branes microvillositaires (Dupuis et a/., 1981).
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Il. — Activités phosphohydrolasiques des microvillosités jéjunales.

1) En fonction du substrat et du pH. — Les résultats sont présentés sur le
tableau 1. Une préparation de microvillosités jéjunales a une activité phosphatasi-
que & |'égard du PNPP environ 7 fois plus forte au pH optimal (9,8) qu’a la neutra-
lité. La méme préparation microvillositaire présente en milieu alcalin environ
15 fois plus d’activité hydrolasique a I'égard de I’ATP dans les conditions choisies
d'hydrolyse enzymatique de ce substrat (pH 9) qu’a la neutralité. Rappelons qu'a
pH 9,8, I'hydrolyse chimique de VATP ne permet pas |'essai d’une activité enzy-
matique.

TABLEAU 1
Activités phosphohydrolasiques des membranes microviflositaires jéjunales.

Substrat pH umoles Pi/mn/mg protéine
PNPP5mMM ................. 9,8 16,6 + 1,4 (*)
7.2 25+ 0,
ATP 5mM ................. 9,0 26 + 2,1
7,2 1,6 £ 01

’

(*) Moyenne + Sm (n = 4).
Activité déterminée & 37°, en tampon maléate 50 mM & pH 7,2 ; en tampon carbonate-bicarbonate
30 mM a pH 9,0 et 9,8.

2) Effet des cations bivalents. — D’importantes variations dans les activités
selon les préparations nous ont conduit, dans I'étude de |'effet des cations, a rap-
porter a 100 I'activité hydrolasique mesurée sans addition de cations.

L'action de ces derniers est alors calculée a partir de cette base.

a) Substrat PNPP. La figure 1 fait état des résultats fournis par les 4 prépara-
tions jéjunales. A pH 9,8, Ca* * et Zn** ne modifient pas |'activité mesurée en
'absence de cations. On note une action de Co* *, légére, mais non significative.
La seule augmentation significative d’activité est donnée par la plus forte con<zan-
tration de Mg+ * (2 mM).

A pH 7,2, Ca** n’active toujours pas |’hydrolyse du PNPP. Zn* * n’agit pas
non plus et méme pour les plus fortes concentrations {2 8 5 mM), on observe un
effet inhibant de Zn* *, & la limite de la significativité. En ce qui concerne la con-
centration la plus élevée, Co** et Mg** augmentent de facon significative
{p < 0,05) I'activité de la phosphatase.

b} Substrat ATP. A pH 9, les cations se montrent différents dans leur action.
Ainsi, Ca* * est sans effet, Mg* * 4 0,5 et 1 mM augmente |'activité hydrolasique
des microvillosités jéjunales a I'égard de ce substrat ; Co** est aussi activant,
mais Zn* *, aux trois concentrations employées, diminue, mais non significative-
ment, I'activité hydrolasique (fig. 2).

Ce n’est gu’a la neutralité que les quatre préparations de microvillosités jéju-
nales ont leur aptitude & hydrolyser I'’ATP significativement augmentée a toutes
les concentrations étudiées des quatre cations. Le fait retient davantage |'atten-
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FIG. 1. — Action des cations sur |'activité phosphohydrolasique des membranes microvillositaires jéju-
nales en présence de PNPP 5 mM, tampon maléate 50 mM, pH 7,2 ou carbonate-bicarbonate
30 mM, pH 9,8.
Les résultats sont exprimés en p. 100 par rapport au témoin. * p 0,05 ; ** p 0.01.

tion pour Ca** et Zn** qui, dans tous les cas précédents, n'ont montré aucun
effet notable. En général, {'activation de I'hydrolyse de I’ATP, déja manifeste a la
plus faible concentration (0,2 mM) est plus marquée quand augmente la concen-
tration en cation. Cependant, pour Zn* *, on observe plutdt I'effet inverse, signifi-
cativement plus faible 8 mesure que sa concentration croit au-deld de 1 mM
(fig. 2).

. — Effets des cations sur l'activité phosphohydrolasique des microvillosités
duodénales, jéjunales, iléales.

L'effet des quatre cations est recherché a la neutralité au moyen de I'’ATP sur
des microvillosités provenant des trois régions de I'intestin gréle. Comme précé-
demment, les valeurs portées dans le tableau 2 concernent 4 préparations diffé-
rentes, les résultats obtenus sans adjonction de cation étant rapportés a 100.
Dans ces conditions, on note que les quatre cations activent I'hydrolyse de I'ATP



646

200, pHT7,2
****
160 : #] T
120.]
sod 14
n
) %
3 K
o K
» 404 K
2 K]
2 d i3
2 0
< 1504
fi;’ pH 9,0
5 1204
<
o
904 I
&
K
604 M4
::.:
i
0 o
Catt Cot* Mg++ Znt+
FIG. 2. — Action des cations sur I'activité phosphohydrolasique des membranes microvillositaires

Jéjunales en présence d’ATP 5 mM, tampon maléate 50 mM, pH 7,2 ou carbonate-bicarbonate
30 mM, pH 9,0.
Les résultats sont exprimés en p. 100 par rapport au témoin. * p < 0,05 ; ** p < 0,01.

TABLEAU 2

Action des cations sur I'activité phosphohydrolasique, & I'égard de I'ATP,
de microvillosités intestinales.

Microvillosités 0 Cat+ (*) Cot+ Mg+t + Zn*+
Duodénum ............... 100 + 18 (**) 232 + 35 207 + 18 215 + 28 175 + 21
Jéjunum ... 100 + 21 234 + 16 173 + 23 183 + 18 160 + 16
lléum ... ................. 100 + 11 189 + 27 163 + 33 166 + 27 161 + 19

(*) 1 mM (en cation).
(**) Pourcentage de variation par rapport aux témoins. Moyenne + Sm (n = 4). Activité déterminée
a 37° en tampon maléate 50 mM pH 7,2, ATP 5 mM.

pour toutes les préparations microvillositaires. La nature du cation ou la prove-
nance de la microvillosité n‘interviennent pas de facon décisive sur cette activa-
tion. On peut toutefois noter que Ca* * se montre le plus efficace et que la micro-
villosité iléale est celle dont I'activité ATPasique est la moins influencée par les
cations.
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Discussion.

Cette étude confirme des faits classiquement connus. Mg+ * augmente {'acti-
vité de la phosphatase alcaline, présentement dans des conditions variées de pH
et de substrat ; Co™ ™ posséde certaines des aptitudes de Mg* *, il pourrait rem-
placer Zn* *, cation constitutif de plusieurs phosphatases alcalines de mammifé-
res. |l pourrait également se substituer au Mg™* * en tant qu’activateur de la fonc-
tion hydrolasique (Cathala et a/., 1975 et Harkness, 1968). Zn* * est parfois inhi-
bant (Sugiura et a/., 1977). Un effet activant de cations bivalents, dont Ca**, a
déja été rapporté sur des bordures en brosse d'épithélium intestinal dans les con-
ditions conventionnelles, pH 9 et PNPP, de mesure de I'activité phosphatasique
{Hanna et al., 1979). Mais cet effet activant des cations peut étre attribué a une
neutralisation de 'EDTA, complexant utilisé par ces auteurs au cours de la prépa-
ration des bordures et lors du prétraitement avant la mesure de |"activité enzymati-
que. Par contre, une autre étude montre que la plupart des cations bivalents inhi-
bent I'activité de phosphatases alcalines de divers tissus purifées en 'absence de
complexant (Rej et Brétaudiére, 1980). Dans ce type d’étude |'état cationique ini-
tial de I'enzyme est donc déterminant.

Le fait nouveau qui ressort du présent travail est la généralité de I'activation
par les cations®™* du pouvoir phosphohydrolasigue de la microvillosité intestinale,
en milieu neutre, vis-a-vis de I'ATP.

L'action du Ca™* * sur |'activité hydrolasique tant de la microvillosité entérocy-
taire que de la phosphatase alcaline a été particuliérement étudiée.

Ghijsen et al. (1980) détectent dans la microvillosité intestinale une Ca-
ATPase de faible affinité. Utilisant divers inhibiteurs spécifiques de la Ca-ATPase
et de la phosphatase alcaline, ces auteurs montrent que cette activité Ca-
ATPasique de la microvillosité est attribuable & une réaction non spécifique de la
phosphatase alcaline. En effet, la théophylline 2,5 mM inhibe de facon semblable
I'hydrolyse du PNPP et de I'ATP mesurée en présence de Ca*t* 0,2 mM et la
chlorpromazine, inhibiteur spécifique des Ca-ATPases, n’influence pas 'hydrolyse
des deux substrats étudiés.

Williams et a/. (1985) montrent que I'activité PNPPasique d’une phosphatase
alcaline hautement purifiée par chromatographie d’affinité et immunoprécipitation
est insensible au Ca™ * tandis que ce cation stimule son activité ATPasique. De
plus, ces auteurs n‘ont pu séparer des fractions dont le substrat préférentie! aurait
été soit I'ATP, soit le PNPP ou soit le phytate, toutes les fractions obtenues
hydrolysent ces trois substrats.

Les divers aspects de la question de l'identité et de la spécificité de la phos-
phatase, de la Ca-ATPase et de la phytase ont été rapportés par Mc Comb et al.
(1979).

Dans ce travail nous avons montré d’une part que dans I'étude de I'action des
cations sur l'activité hydrolasique de la phosphatase alcaline, I'état cationique ini-
tial de I'enzyme est déterminant. D’autre part, le fait nouveau est la généralité de
I'activation par les cations* * du pouvoir phosphohydrolasique de la microvillosité
intestinale, en milieu neutre, vis-a-vis de I'ATP.

Recu en mars 1986.
Accepté en février 1987.
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