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ETUDES CINETIQUES DE LA
PHOSPHATASE ALCALINE :

etude de l'influence
d'inhibiteurs sur les constantes
cinétiques, etude de la cinétique
d'inactivation thermique
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EXTENSION(S)
POSSIBLE(S

ADAPTATION(S)
POSSIBLE(S

Pour cette manipulation, deux études « clas-
siques » qui n'avaient pas été effectuées lors
des manipulations précédentes ont été rete-
nues :

— l'influence de deux inhibiteurs, dont I'un est
un produit de la réaction, sur les constantes
cinétiques.

— I"étude de l'inactivation thermique & 60 °C.

Les vitesses initiales sont déterminées par
méthode en « 2 points ». Leur détermination
ainsi que I'étude de la concentration en sub-
strat sur la vitesse initiale sont des savoir-faire
supposés acquis par I'étudiant.

Environ 4 heures

¢ Etude de l'influence de Ia température, du
pH, de la concentration en enzyme sur la Vi

* Détermination de la durée minimale de |a
phase stationnaire par suivi absorptiométrique
en continu

Utilisation & la place de I'enzyme du commerce
d'un extrait bactérien.



1. PRINCIPE

La phosphatase alcaline (PAL) (orthophosphoric-monoester phosphohydrolase) [alkaline
optimum] ; EC 3.1.3.1) peut catalyser I'hydrolyse de la liaison ester d'un grand nombre
de substrats. La réaction d'étude est ici la suivante :

PAL
para nitro phényl phosphate + HLO —B para nitro phénol + Pi

NO2 O—@ NO2 OH

PNPP PNP

Le PNP formé est jaune, surtout en milieu alcalin, et absorbe fortement a 405 nm.

Les déterminations de vitesses initiales sont effectuées par méthode en « 2 points ». Une
étude préalable ayant montré que la réaction était toujours en conditions de vitesse ini-
tiale apres 2 minutes, mé&me avec la plus faible concentration en substrat utilisée, c'est
cette durée d'incubation qui sera utilisée. Le €, du PNP & 405 nm est dans les condi-
tions opératoires (aprés alcalinisation du milieu par le réactif d'arrét) égal a
17 500 mol™t - | - cm™.

1.1. Influence d'inhibiteurs sur les constantes cinétiques

e [ 'étude de l'influence de la concentration en PNPP sur la vitesse initiale est effectuée
dans trois expériences paralléles :

— en absence d'inhibiteur

— en présence de phosphate :

Le phosphate, produit de la réaction, est aussi, comme c'est souvent le cas, un inhibiteur
de I'enzyme. Le type d'inhibition apportera des indications sur le mécanisme de la réac-
tion.

— en présence de phénylalanine :

La phénylalanine posséde, tout comme le substrat utilisé, un cycle phényl et présente
donc avec lui une certaine analogie stérique. Ce composé se comporte-t-il comme un inhi-
biteur compétitif ?




° Le tampon utilisé ne doit bien entendu pas contenir de phosphate ; on utilise ici la
diethanolamine, mais on peut également utiliser le tampon Tris dont le pKa est égale-
ment voisin du pH d'étude. Cependant les constantes cinétiques déterminées avec I'un
ou l'autre de ces tampons seront |égérement différentes ; cela est dd au fait que la dié-
thanolamine est un « transphosphorylant ».

* L'hydrolyse alcaline du PNPP est loin d'étre négligeable. L'absorbance due a la forma-
tion non enzymatique de PNP devrait donc logiquement étre soustraite par I'utilisation
d'un blanc-réactifs approprié. Mais cela imposerait ici de réaliser un blanc-réactifs pour
chacune des concentrations en PNPP utilisées, ce qui alourdirait considérablement |a
manipulation ; pour simplifier, cela ne sera pas fait.

1.2. Cinétique d'inactivation thermique a 60 °C

L'enzyme est exposé pendant une durée variable & 60 °C, température dénaturante.
L'activité est ensuite déterminée a 37 °C.

Cette activité est proportionnelle a la quantité d'enzyme restant active car non dénaturée.
La courbe AA = f (durée d'exposition) traduit donc la cinétique de dénaturation de
I'enzyme & 60 °C. Cette cinétique est attendue d'ordre 1 par rapport & I'enzyme. La repré-
sentation In (Activité résiduelle) = f (durée) permettra de déterminer la demivie de I'en-
zyme a 60 °C et ainsi de préciser la stabilité thermique de la phosphatase alcaline a
cette température.



2. MANIPULATION

ORGANIGRAMME

37 °C ; pH=9,8 (TDEA)
PAL : 200 pl
At = 2 minutes

A =405 nm
EMPNP = 17500 mol .l .cm™

(1)- Influence d'inhibi rl

courbes = a/sans inhibiteur
vi = f( [PNPP])

1 mmol/l

1 mmol/l

—& KM, Vm

[ b/en présence de phosphate

— KM, Vm', Ki

L = c/en présence de phénylalanine

—p KM", Vm"

(2)- Cinéti inactivation thermi

inactivation a 60 °C pendant une durée d variable

détermination de l'activité résiduelle a 37 °C
avec [ PNPP] = 25.10* mol/l

REACTIFS

TDEA tampon diéthanolamine pH 9,8

PNPP* paranitrophényl phosphate a 5.10~3 mol/!

PAL suspension commerciale de phosphatase alcaline diluée au 1,/25008Me
en TDEA.

NaOH a 2 mol/I

phosphate (Na,HPO,) & 1072 mol/I

PHE phénylalanine & 102 mol/I

* 3 conserver dans la glace et a I'obscurité




PROTOCOLE

2.1. Influences d'inhibiteurs sur les constantes cinétiques

e Procédure opératoire

PNPP => x ml
( inhibiteur => y ml) _ .
eau déminéralisée => 2,50-(x+y) ml préincubation

TDEA =3 2,30 ml

PAL  => 200 wl

-a— homogénéisation

At = 2 minutes a 37 °C

2ml = NaOH

-a— homogénéisation

lecture a 405 nm contre un blanc-réactifs sans PNPP

Gamme de concentration en substrat : x ml de PNPP & 5 mmol/l =
0,05-0,10-0,25-0,50-0,75-1,00-1,25-1,50 - 2,00

a) Détermination des constantes cinétiques (en absence d'inhibi-
teur, y = @).

b) Influence du phosphate : y = 0,5 ml de phosphate 10-2 mol/I

¢) Influence de la phénylalanine : y = 0,5 ml de phénylalanine
102 mol/I

2.2. Cinétique d'inactivation thermique

e Preéparer une série de tubes a essais, Ayt Ag-Ay-Ay-Ag-Ag-As- A -A-Als

avec
2,3 ml de TDEA
0,2 ml de PAL

(d représente la durée d'exposition & la température inactivante égale respectivement a : O,
1,2, 3,5,7, 10, 12 et 15 minutes).



° Pour chaque tube A :

- Boucher le tube avec du papier d'aluminium et le laisser séjourner d minutes a
60 L.

- Le plonger ensuite dans la glace pendant 5 minutes.

— Le mettre & préincuber 5 minutes a 37 °C.

- Ajouter 2,5 ml de PNPP 103 mol/I préalablement préchauffé 4 37 °C : ; homogé-
néiser.

- Aprés At = 2 minutes, arréter la réaction par addition de 2 ml de NaOH et mélan-
ger (Vortex).

¢ Prévoir un décalage de temps suffisant entre les tubes.

° Les lectures seront effectuées contre un blanc-réactifs sans enzyme mais conte-
nant du PNPP préincubé.

2.3. Exploitation des résultats

2.3.1. Influences des inhibiteurs sur les constantes cinétiques

* Regrouper I'ensemble des mesures effectuées et des résultats obtenus dans un
tableau.

* Tracer les courbes At en 2 minutes = f ([PNPP]) avec et sans inhibiteur sur un
méme graphe. De méme pour les représentations en coordonnées inverses.

* Déterminer les constantes cinétiques Ky et V,,,. Déduire de la valeur de V., (expri-
mée par un AA en 2 minutes) la concentratlon d'activité en Ul/ml d'enzyme non
dilué.

° Préciser les types d'inhibitions
— par le phosphate
— par la phénylalanine
En déduire la constante d'inhibition du phosphate.

* Quels renseignements les résultats obtenus apportentt-ils sur le mécanisme de
la réaction ?

2.3.2. Cinétique d'inactivation thermique

e Tracer la courbe AA = f (durée d d'exposition & 60 °C) et la courbe
A
d

In=|—|=1(d).
Ag

° Quel est I'ordre de la réaction d'inactivation ? Déterminer sa constante de vitesse
et le temps de demi-vie de I'enzyme a 60 °C.

e Comment pourrait-on déterminer expérimentalement I'énergie d'activation de la
réaction d'inactivation thermique ?




3. COMPLEMENTS

3.1. Aspects techniques et organisation

Le PNPP s'hydrolyse rapidement de maniére non enzymatique. La solution stock doit &tre
impérativement conservée dans la glace.

3.2. Exemple de résultats et discussion

L'inhibition par le phosphate apparait comme compétitive, ainsi que le montre la repré-
sentation en coordonnées inverses de la figure 1.5.1.

U= £(8)
(Uene3uvAen2nin) Détermination des
constantes cinétiques

=3

17U

Représentation de
Li neweaver—Burk

Nombre de mesures : 8

Mesure numéro =) 1
S = 8.504
U=> 77.000

Linéarité r 6.999
v 96,71

Km = 3.421

Un = 569,866

// {arquer <{R)égresser

Superposition 178 ( S en e4 mol PNPP/L )
PHOSPHATASE ALCALINE : pH 9.8 ; 37°C ; 485 nm ; SANS et AUEC Pi e-3 mol/|

1 u

Fig. 1.5.1. Inhibition par le phosphate (représentation en coordonnées inverses)

La courbe directe ne permettait pas de conclure, la concentration en substrat n'étant
jamais saturante (fig. 1.5.2.).



U= f(S)

Uene3ul en2nin Détermination des
e constantes cinétiques
538. 0 »
Interpolation

Nombre de mesures : §

Hesure numéro =) 1

L S=  0.508
o Us>  77.800

6.00q " . {M>arquer {(Tracer

9,000 Superposition 22.888 5 en e~4 mol PNPP/L
PHOSPHATASE ALCALINE : pH 9.8 : 37°C : 485 nn ; SANS et AUEC Pi e=3 mol/|

Fig. 1.5.2. Inhibition par le phosphate (courbes directes)

L'inhibition par la phénylalanine n'est pas compétitive, contrairement a ce que I'on pouvait
supposer, mais apparait comme incompétitive, comme le montre la courbe de la figure 1.5.3.
(obtenue avec une concentration en phénylalanine inférieure a celle proposée en 2.1).

U = £(8)
( Uene-3uA en 2 nin ) Déternination des
constantes cinétiques

17U

Représentation de
Li neweaver—Burk

Nombre de mesures : 7

Mesure numéro =) 1
8 =) 8.500
U= 75,0008

Linéarité r* = 8.981
%= 86.34
Kn 3.879
Un 583.718

/ {Marquer <{R>égresser

Superposition 178 ( S8 en e4 mol PNPP/L )
PHOSPHATASE ALCALINE @ pH 9.8 ; 37°C ; 485 nm ; AUEC et SANS PHE Se—4 mol/|

Fig. 1.5.3. Inhibition par la phénylalanine




Les figures 1.5.4. présentent un exemple de résultat obtenu lors de I'étude de I'inacti-
vation thermique.

U= (D)
U en uA en 5 ninutes Cinétique de
: dénaturation

8.608.

( Interpolation

Nombre de mesures : 9§

a "t Hesure numéro =) 1

d => .68
u=> 8.585

0. 008 (Marquer (Tdracen

“n....._‘.““‘

SretBoaaaan

8.00 Effacement 16.88  Durée en ninute(s)
PAL : chauffage & 68°C ; mesure a 37°C et pH 9.8 ; [PNPP1 = 28 e-4 mol/L

= (D)

( Uenufl en5 ninutes ) Cinétique de
dénaturation

InU/U8

In(U/U8B) = f(durée)

Nombre de mesures : 7

Mesure numéro =) 1
d = a.68
U= 8.585

8.998
95.49
= B8.29947
= 2,31

Linéarité r*

1 n

Y
K
L4

{arquer <{R>égresser

Effacement d ( Durée en minute(s) )
PAL : chauffage a 68°C ; mesure a 37°C et pH 9.8 ; [PNPPI = 28 e-4 mol/L

Fig. 1.5.4. (a, b) Inactivation thermique




3.3. Variantes et prolongements possibles

¢ Le tampon DEA du commerce peut, pour diminuer le codt de la manipulation, &tre rem-
placé par un tampon glycine-NaOH (pH 10,5 ; 0,1 mol/l) ou encore par un tampon Tris-
HCI (pH 8,3 ; 0,1 mol/I) additionné de MgCl, (1 mmol/I1) et de ZnCl, (0,1 mmol/I).

e Des études réalisées dans les chapitres précédents telies que I'influence du pH, de la
température et de la concentration en enzyme sur la V,, peuvent bien entendu étre entre-
prises.

De méme, on peut vérifier que I'on est toujours en conditions de vitesse initiale aprés
2 minutes d'incubation, et ce y compris avec la plus faible concentration en substrat utili-
sée en présence d'inhibiteur. L'étudiant déterminera & cet effet le protocole opératoire
utilisable pour le suivi en continu de I'avancement de la réaction.

(le €y du PNPP & pH 9,8 et 37 °C est égal 4 18 200 molL - | - cm1),

° L'étude de I'influence des inhibiteurs peut également étre réalisée dans une plaque de
microtitration.

e L'enzyme du commerce proposé peut étre remplacé par un extrait bactérien, préparé
comme indiqué en annexe.
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4, MATIERE D'EUVRE

PAL

TDEA

PNPP

tampon glycine-NaOH

tampon Tris-HCI

Dilution 1/2 5008™Me en TDEA d'une suspension commerciale
de phosphatase alcaline d'intestin de veau, Boehringer
référence 108162 a 1 400 unités* /mol et 140 unités*/mg

(*unités définies dans des conditons opératoires identiques
a celles de la manipulation).

tampon diéthanolamine pH 9,8 commercialisé par Merck,
référence 145 808,

M= 263,1 g/mol

pH 10,5 a 0,1 mol/I

pour 1 litre 542 ml de glycine a 0,2 mol/|
458 mi de NaOH a 0,2 mol/I
eau déminéralisée qsp

(+ MgCl, 1 mmol/1 + ZnCl, 0,1 mmol/I)

pH 8,3 2 0,1 mol/I

pour 1 litre 500 ml de Tris base & 0,2 mol/I
250 ml d'HCI a 0,2 mol/I
eau déminéralisée gsp



