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C. R. Acad. Sc. Paris, t. 265, p. 161164 (10 juillet 1967). Série D

ENZYMOLOGIT. — Les phosphatases alcalines du testicule de Lebistes reticu-
latus : mise au point d’une microméthode de détermination quantitative.
Note (*) de MM. Berxarn Brerox, Guvy Bonyor, Paur. Narnon ¢t Pirrnr

LavioLerTe, présentée par M. Ltienne Wolll.

L’utilisation de substrats chromogénes appropriés permet I’étude qualitative de
I’équipement enzymatique des microorganismes. Nous avons appliqué cette méthode
4 la détermination quantitative des phosphatases alcalines du testicule de Lebistes
reficulatus (poids moyen de lorgane : 2,5 mg). Cette microméthode de dosage
enzymatique pourrait étre généralisable a toute enzyme développant une colo-
ration spontanée en présence d’un substrat approprié.

La détermination individuelle des phosphatases alcalines dans le testicule
de Lebistes reticulatus est rendye difficile par la quantité de tissu dispo-
nible (2,5 mg en moyenne). La méthode que nous avons mise au point
répond parfaitement a cette exigence car elle ne nécessite que trés peu
de tissu frais.

Cette méthode constitue une adaptation de celle décrite par Buissiere
et coll. (1967), adaptation qui permet de passer d’une détection quali-
tative & une détermination quantitative. Les auteurs précités réalisent la
mise en évidence d’activités enzymatiques, chez différentes souches de
Bactéries, dans un dispositif 4 « capillaires » plastiques disposés en série
de 10 sur une plaquette.

MaTEérIEL ET METHODES. — Les animaux proviennent d’un élevage de
masse a 27 -+ 1°C. Immédiatement apreés sacrifice de 'animal, le testicule
est pesé et broyé a froid, a 'aide d’un potter de verre, dans du tampon
Tris-maléate 0,2 M. L’activité enzymatique est déterminée a partir de cet
extrait brut.

Les capillaires dg la plaquette sont imprégnés de substrat par instillation
dans chacun d’eux de 30 4 1 mm® d’une solution de paranitrophényl-
phosphate N. B. C. (pNPP). Les plaquettes sont alors séchécs a Pair 12 h
a 4°C et 3 h sous vide a température ambiante.

Réaction enzymatique. — 100 mm® d’extrait testiculaire sont introduits
dans chaque capillaire. Les orifices des capillaires sont obturés par un
ruban adhésif afin d’éviter la dessiccation. Chaque essai est constitué
de cinq répétitions. Les plaquettes sont introduites dans un densitométre
Chromoscan (Joyce-Leebl) fonctionnant en réflexion, & 4 ooo A. Cet appa-
reil est réglé pour que le pinceau lumineux de mesure parcoure les capil-
laires transversalement au niveau du réservoir circulaire. La densité
optique le long de la plaquette est enregistrée toutes les 2 mn, Pintensité
de I’hydrolyse enzymatique étant exprimée par la surface des pics corres-
pondant & chaque capillaire, surface mesurée directement par l'appareil.
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Expression des résultats. — Les valeurs d’intégration sont converties
en quantités de paranitrophenol (pNP) libéré par la réaction, a 'aide d’une
courbe témoin. La pente & Porigine de la courbe traduisant Ja quantité
de pNP libéré en fonction du Lemps, exprime Ja vitesse mutiale
d’hydrolysec.

Les vitesses initiales sont données en micromoles pNP libéré dans 11
de milicu en 1 h d’incubation.
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IFig. 1. Fig. 2.

Fig, 1. — Traits pleins : variation de la vitesse initiale de la réaction, exprimée en
micromoles de pNP libéré dans 11 de milieu en 1 h, en fonction de la concentration
en substrats, en milligrammes par millilitre.

Traits interrompus : variations des inverses de ces deux grandeurs.

V est la vitesse initiale maximale de I’hydrolyse qu’on peut obtenir dans ces conditions.

Fig. 2. — Variations de la vitesse initiale de la réaction, exprimée en micromoles de pNP
libéré dans 11 de milicu en 1 h, en fonction de la concentration en enzyme, exprimée
en milligrammes de tissu frais par millilitre de milieu.

Risvrrars. — Apres avoir vérifié que Ja méthode donnait des résultats
reproductibles, nous avons étudié I'influence sur Pactivité enzymatique
des facteurs suivants

— pH;

— concentration en substrat;

— concentration en enzyme.

L’influence de la température n’a pas été déterminée. L'incubation se fait
dans Dappareill de mesure dont la température interne se maintient
a 28 4 1°C, la température ambiante étant elle-méme régulée a 25 4- 1°C.

Influence du pH. — @’influence du pH sur 'activité de la phosphatase
alcaline de Lebistes reticulatus a été déterminée avec des concentrations
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en substrats de 5 mg de pNPP par millilitre et en enzyme de 4mg de tissu
frais par millilitre.

Pour chaque pll étudié, les vitesses iiliales de réaction sont les suivantes :

PH. ... 6 7 8 8,5 9
Vi(M.A~" h—". 10-*pNP)...... 61,3 54,7 65,9 78,4 124,8
pHl. .o 9,3 9;/; 9,5 9,7 G
V(M1 h=' 1o~ pNP)...... 156,2 216,9 212,5 18,7 148,4

Le pH optimal d’action se situe entre 9,3 et 9,5.

Influence de la concentration en substrat. — Les essais ont été effectués
d pH 9,4 avec une concentration en enzyme de 4 mg de tissu frais par
millilitre.

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau T et permettent de
construire les courbes de la figure 1.

TaBrLeEAU 1.

Vitesse iniliale de Uhydrolyse enzymalique du pNPP,
exprimée en micromoles de pNP libéré dans 11 de milien en 1h,
en fonclion de la concenlration en subsirals, exprimés en milligranunes par millilitre.

Les inverses de ces deux grandeurs sont également portées sur ce tableau.

S)..... 10 5 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,098 0,039
Vieeoo.. 208,5 206,6 17p,8 127,3 105,5 69,0 55,8 21,9 15,25
1 . . .
g 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,0 6,4 12,8 25,06
I .

v;~101... 0,479 0,48 0,56 0,78 0,95 0,44 1,79 4,56 6,55

Les courbes de la figure 1 nous permettent de calculer la constante de
Michaelis de la phosphatase alcaline du testicule de Lebistes reliculatus.

Les valeurs trouvées par les deux méthodes différent légérement,
soit K,,=2,3.107" et K,,=2,0.107"M/1pNPP.

Influence de la quantité d’enzyme. — Pour cette étude, nous avons opéré
a pH 9,4 et avec 5 mg de pNPP par millilitre. Les résultats ci-dessous sont
explicités par la courbe de la figure 2.

Concentration en enzyme

(mg/ml tissu frais)....... 16 T2 8 6 4 3 2
ViM. 1=t h—'. 10— pNP).... 242,5 182,79 21,5 89,9 61,2 47,0 24,5
Discussion. — La proportionnalité entre vitesse de réaction et quantité

d’enzyme montre que pette microméthode peut étre utilisée pour le dosage
de I'activité de la phosphatase alcaline. Par contre, elle ne peut étre envi-
sagée directement pour une étude enzymatique & pH acide, le p-nitro-
phénol dans ces conditions, n’étant pas coloré.

Par ailleurs, ce travail nous a permis de définir certains parametres
caractéristiques de la phosphatase alcaline de testicule de Lebistes. Ainsi,
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cette enzyme présente un pH optimal situé entre 9,3 et 9,5 et une constante
de Michaelis vis-a-vis du pNPP de ordre de 2.107".

Nos essais préliminaires utilisant des préparations de testicules issus
d’antmaux adultes, mais age et de poids différents, le poids de Ja gonade
s’¢talant de 1 a 3,5 mg pour des poids corporels compris entre 50 et 110 mg,
ont montré une méme activité spécifique pour tous ces organes. Il apparait
done que Pactivité phosphatasique dans le testicule de Lebistes demeure
constante au cours de la vie adulte. On sait par ailleurs que Dactivité
phosphatasique histochimiquement déeclable dans la gonade est accrue
apres injection de gonadotropines (*); la sensibilité de notre méthode nous
permet d’envisager la détermination quantitative de cette enzyme et,
par 13, pourrait nous amencr a la défimition d’un test de dosage biologique
des hormones gonadotropes chez les Poissons.

(*) Séance du 19 juin 1967.

(") J. Buissiirg, A. Fourcarp et L. CoroBerT, Comples rendus, 264, série D, 1967,
p. 415.

(*) J. G. D. LamMBERT ¢t P. G. W. J. Va~n OorpTt, Gen. Comp. Endocrinol., 5, 1965,
p. 693-694.

(Inslitut Nalional des Sciences appliquées,
Laboraloire de Biologie,
20, avenue Einstein, Villeurbanne. Rhéne.)
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