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Summary 

Cow's  mi lk  alkaline phosphatase .  II. S u b u n i t  s tructure,  me ta l lopro te ic  nature  
and k ine t i c  parameters  

Alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) from cow's milk as a dimer comprising 
two identical or very similar subunits of about 85 000 molecular weight. The 
enzyme contains 4.9 + 0.6 gatomS of zinc per mol of protein. The essential 
kinetic properties are the same as those of other alkaline phosphatases: varia- 
tion of pH opt imum value, the lack of  specificity, increase of  Km and V with 
pH value. The phosphotransferase activity is enlarged, at constant concentra- 
tion of acceptor, with an increasing concentration of donor. The small size of  
molecules and the presence of hydroxyls  and amino groups increase the per- 
centage of transfer phosphate. The phosphotransferase reaction is better with 
the D-isomer of serine and the enzyme possesses a more important  affinity for 
the D-phosphoserine. 

Introduction 

Les propri~t~s catalytiques de la phosphatase alcaline (orthophosphoric 
monoester phosphohydrolase, EC 3.1.3.1) du lait de vache ont  ~t~ peu ~tudi~es 
jusqu'h present [1--3]. Aussi, avant de comprendre son rSle physiologique, il 
est n~cessaire d'~tudier les propri~t~s de l 'enzyme dont  la purification et les 
caract~ristiques mol~culaires ont  ~t~ d~crites dans une pr~c~dente publication 
[4]. 

L 'etude de la structure sous-unitaire et de la nature m~talloprot~ique de 
l 'enzyme, de m~me que l 'examen des principaux param~tres cin~tiques devaient 
nous permettre ~galement de classer la phosphatase alcaline du lait parmi les 
enzymes de son groupe. L'activit~ phosphotransf~rante, propri~t~ importante 
et commune ~ toutes les phosphatases alcalines [ 5,6], a fait l 'objet d 'une ~tude 
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particuli6re; les conditions que l 'accepteur doit remplir pour que cette activit6 
devienne pr6pond6rante, ont  6t6 d6gag6es. 

Materiel et Methodes 

Matdriel 
La phosphatase alcaline a 6t6 pr6par6e selon la m6thode d6crite pr6c6dem- 

ment  [4]. Les r6actifs suivants proviennent de Merck: p-nitroph6nylphosphate, 
/3-glyc6rophosphate, 2-amino-2-m6thyl propanol et la D-s6rine et L-s6rine. Le 
a-glyc6rophosphate, la DL-phosphos6rine sont fournis par Fluka; l'ad6nine 
monophosphate,  la DL-phosphothreonine, la L-phosphos6rine et D-phospho- 
s6rine, la phosphocr6atine et la phosphatase alcaline d'Escherichia coli par 
Sigma; le glucose 1-phosphate et la D-glucosamine par Calbiochem; le glucose 
6-phosphate par Boehringer; la s6rum albumine, la 7-globuline, l 'ovalbumine et 
l 'acrylamide sont fournis par Serva. 

Mdthodes 
L'~lectrophor6se en gel de polyacrylamide en presence de dod~cyle sulfate 

de sodium a ~t6 effectu6e selon la m~thode de Weber et Osborn [7]. La migra- 
tion ~lectrophor~tique a ~t6 rSalis~e ~ pH 7.4 en presence de tampon phos- 
phate, 100 mM, contenant  0.1% de mercapto~thanol et 0.1% de dod6cyle sul- 
fate de sodium. La courbe d'~talonnage en gel de polyacrylamide ~ 5% a ~t~ 
obtenue avec la s~rum albumine bovine, la 3,-globuline ovine (chafnes H et L), 
la phosphatase alcaline d'E. coli, l 'ovalbumine. 

La d6termination de la teneur en zinc de la preparation enzymatique a ~t~ 
effectu~e avec un spectrom~tre d'absorption atomique Varian-Techtron (mo- 
dule AA-5) muni d'un accessoire d'atomisation sans flamme "Carbon rod"  
(modUle 63) en utilisant la raie de r6sonance de 213.8 nm. La m~tallophos- 
phatase a ~t~ obtenue par addition d 'un exc6s de zinc (10 -2 M) ~ pH 8.0 en tam- 
pon Tris • HC1, 100 mM. La solution Zn2÷-phosphatase (5 mg/ml) a ~t6 ~lu~e 
sur une colonne (10 × 1 cm) de S~phadex G-25 superfine ~quilibr6e en tampon 
Tris- HC1, pH 8.0. Les ions m~talliques contaminants de la solution tampon ont 
~t~ 61imin~s par un traitement ~ la dithizone [8]. 

Pour la d6termination de l'activit~ enzymatique, on pr~l~ve ~ des temps suc- 
cessifs des portions de 1 ml du m~lange r~actionnel sur lesquelles on dose le 
p-nitroph6nol ~ 410 nm dans le cas de l 'hydrolyse du p-nitroph~nylphosphate 
ou le phosphate libSr~ par la m~thode de Delsal et Manhouri [9] dan~ le cas 
des autres esters phosphoriques. 

Les constantes de Michaelis (K m) et les vitesses maximum d'hydrolyse (V) 
sont obtenues ~ partir de la repr6sentation de Lineweaver et Burk [10]. La 
d~termination de la constante d'inhibition (Ki) a ~t~ faite selon Velick et Hayes 
[11]. 

La concentration en prot6ines de la pr6paration enzymatique a 6t6 d6ter- 
min6e par la m6thode de Lowry et al. [19.]. 

Resul tats  

Structure sous-unitaire 
Nous avons d6j~ signal6 que la phosphatase alcaline native du lair de vache 
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dont la masse mol~culaire est d'environ 170 000, migre sous forme d'une bande 
en ~lectrophor~se en gel de polyacrylamide ~ pH 8 [4]. Si l 'enzyme native est 
trait~e pendant  2 min ~ 100°C en tampon phosphate contenant  1% de dod~cyle 
sulfate de sodium, elle migre ~ pH 7.4 sous forme d 'une bande plus rapide 
identique ~ celle observ~e apr~s une incubation de l 'enzyme native ~ pH 2.1 
{Fig. 1). La migration de cette bande en gel de polyacrylamide en prdsence de 
dod~cyle sulfate de sodium correspond ~ une masse mol~culaire de 85 000. Ces 
observations sugg~rent la dissociation d 'un dimbre en deux monom~res identi- 
ques ou trSs similaires. 

Teneur en zi~zc 
La faible sp~cificit~ de substrat de la phosphatase alcaline du lait de vache 

permet de la consid~rer comme une m~tallo-prot~ine ~ Zn 2+ [13]. Comme 
Simpson et Vallee [14], nous avons constat~ que les diff~rents traitements de 
purification d~m~tallisent l 'enzyme qui contient  moins d 'un atome-g de zinc par 
mol de prot~ine. Apr~s m~tallisation, l 'enzyme renferme 4.9 + 0.6 atomes-g de 
zinc par mol de prot~ine d 'une masse mol~culaire de 170 000. 

Param~tres cingtiques 
pH optimum. L'activit~ optimale de l 'enzyme varie consid~rablement avec 

les conditions d'essai. Une des principales causes de variation reste, comme le 
montre la Fig. 2, la nature du substrat. I1 existe, en effet, plus de 3 unit~s pH de 
difference entre le pH opt imum d'hydrolyse du p-nitroph~nylphosphate (10.5) 
et celui de la cas~ine (6.8). Lorsque la concentration du p-nitroph~nylphos- 
phate passe de 5 mM ~ 0.625 mM, on observe un d~placement du pH optimum 
de 10.2 ~ 9.9. D'autres facteurs physico-chimiques (force ionique, nature du 
tampon...)  influencent la valeur du pH optimum. En presence de Mg ~÷ (1 mM) 
dans le milieu r~actionnel, tous les autres facteurs exp~rimentaux ~tant identi- 

I 

~ ¢ 

Fig. i. Diagrammes d'dlectrophordse en gel de polyacrylamide. La migration a dt~ rdalis~e d pH 7.4 en pre- 

sence de tampon phosphate 100 mM contenant 0.1% de mercaptodthanol et 0.1% de dod~cyle sulfate de 

sodium (a) enzyme native, (b) enzyme trait$e pendant 2 min, ~i 100°C en tampon phosphate contenant 

1% de dod~cyle sulfate de sodium, (c) enzyme d~naturde ~ pH 2.1. La bande inf~riettre est ceHe de l'dta- 
Ion de migration. 
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Fig .  2.  p H  o p t i m u m  d ' a c t i o n  d e  la  p h o s p h a t a s e  a l c a l i n e  d u  l a i t  de  v a c h e  su r  d i f f ~ r e n t s  s u b s t r a t s ,  o ~, 

c a s 6 i n e  e n t i d r e  & 2% en  t a m p o n  b o r a t e  50  r a M ,  M g  2 + 1 r a M ;  A - - .  - -A,  p h o s p h o s 6 r i n e ;  ~ c,, f l -g lyc~ro-  
p h o s p h a t e ,  • o ,  p h o s p h o t h r ~ o n i n e  e n  t a m p o n  b o r a t e  5 0  r a M .  • • ,  p - n i t ~ o p h 6 n y l p h o s p h a t e  e n  

t a m p o n  c a r b o n a t e  25  r a M ,  M g  2+ 1 m M ;  :~-- - --~,, p - n i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  d a n s  le m S m e  m i l i e u  s a n s  Mg2+;  
• ~, p y r o p h o s p h a t e  e n  t a m p o n  b o r a t e  5 0  m M  e x e m p t  de  M g  2+. L a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  s u b ~ t r a t s  dar ts  

le m i l i e u  r 6 a c t i o n n e l  e s t  d e  5 r a M .  

ques, le pH opt imum d'hydrolyse du p-nitroph6nylphosphate est plus alcalin 
(10.5 au lieu de 10.2). Ce d6placement n'est plus observ6 pour d'autres esters 
phosphoriques: DL-phosphos6rine, DL-phosphothr6onine, ~-glyc6rophosphate 
de sodium. 

Ddterrnination des K~ et V. Les constantes de Michaelis et les vitesses maxi- 
mum d'hydrolyse de l 'enzyme ont  6t6 d6termin6es pour plusieurs esters phos- 
phoriques ~ 37°C ~ pH 9 en tampon borate 50 mM, MgCl: 1 mM (Tableau I). 
Pour le pyrophosphate,  le milieu d'essai est ~ pH 7.5 et exempt  de MgCl:. 

Comme routes les phosphatases alcalines, l 'enzyme pr6sente un manque de 

TABLEAU | 

PARAMETRES CINETIQUES AVEC QUELQUES ESTERS PHOSPHORIQUES 

A pH 9 en tampon borate 50 mM avec ou sans MgCI 2 1 mM, pour le pyrophosphate ~i pH 7.5 sans MgCI 2. 

Mesures effectu~es ~ 37°C. 

S u b s t r a t s  V X 103  K m 
( p m o l  • m i n  -1 • ( m M )  
m g  -1 ) 

- - M g 2  + + M g 2  + 

p-  N i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  1 9 0  2 1 0  0 . 6 9  
A d 6 n i n e  m o n o p h o s p h a t e  62  7 0  1 . 3 5  
( x - G l y c 6 r o p h o s p h a t e  7 9 1 . 7 2  
f i - G l y c 6 r o p h o s p h a t e  16  20  2 . 0 4  
G l u c o s e  1 - p h o s p h a t e  4 6  71 1 . 6 4  
G l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  3 5  54  2 . 3 3  

D L - P h o s p h o t h r 6 o n i n e  1 8  20  2 .7  
D L - P h o s p h o s ~ r i n e  20  23  3 .7  
D - P h o s p h o s 6 r i n e  16  19  3 .6  
L - P h o s p h o s 6 r i n e  33  4 2  1 0 . 0  
P h o s p h o c r 6 a t i n e  21 25  4 . 0  
P y r o p h o s p h a t e  65  - -  0 . 6 3  
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sp~cificit~ de substrat. On constate cependant que l'affinit~ pour des substrats 
organiques, du type p-nitroph~nylphosphate,  est tr~s ~lev~e. Les esters phos- 
phoriques du type biologique sont hydrolysis  dans la zone de leur pH opt imum 
avec une vitesse qui peut varier d 'un facteur 6. A pH 9, la presence de Mg 2+ 
(1 mM) dans le milieu r~actionnel n'a aucune influence sur l'affinit~ apparente 
de l 'enzyme pour le substrat. Par contre, l 'augmentation des vitesses d'hy- 
drolyse est variable selon l'ester phosphorique. La d~termination de la con- 
stante de Michaelis vers pH 10 permet de constater une baisse d'affinit~ en 
absence de Mg 2.. 

Les vitesses d 'hydrolyse de la DL-phosphothr~onine, de la DL-phosphos~rine 
et du ~-glycSrophosphate sont tr~s voisines. En outre, relevons que l 'enzyme 
semble presenter une affinit~ plus grande pour l'isom~re D de la phosphos~rine; 
l'isom~re L e s t  hydrolys~ avec une vitesse deux fois sup~rieure 5 celle de l'iso- 
m~re D. Cette diminution de l'affinit~ apparente pour le substrat s'accompagne 
donc d 'une augmentation de la vitesse d 'hydrolyse.  On retrouve ce comporte- 
ment de l 'enzyme dans l ' influence du pH sur K m et V. 

Dans le cas du pyrophosphate,  la vitesse maximum d'hydrolyse est atteinte 
pour des valeurs de pH plus basses; darts la zone de pH 9--10, Vest  tr~s faible. 

En tampon borate ~ pH 9, nous avons v~rifi~ que le phosphate et l'ars~niate 
sont des inhibiteurs comp~titifs de la phosphatase alcaline et nous avons obtenu 
les valeurs suivantes: K i = 0.25 mM pour le phosphate et Ki = 0.03 mM pour 
l'ars~niate. 

Variation de Km et V en fonction du pH. L'examen de la Fig. 3 montre que 
la valeur de Km augmente avec le pH, ce qui revient ~ dire que l'affinit~ pour le 
substrat diminue alors que la vitesse d 'hydrolyse augmente. L 'enzyme du lair 
pr~sente une des propri~t~s classiques de toutes les phosphatases alcalines. 

Le diagramme de Dixon K m = f (pH) montre une inflexion de pente pour pH 
= 8,6. La courbe log V = f (pH) fait appara~tre un seul pK (~gal ~ 9) du com- 
plexe ES dans l'intervalle d,e pH ~tudi~. 

pK m e Io(:j ~ t 
l 

"2 

4 .1 

8 9 10 pH 

Fig.  3. V a r i a t i o n  du pK m et  du  l o g a r i t h m e  de  la v i tesse  m a x i m u m  d ' h y d r o l y s e  du p - n i t r o p h d n y l p h o s p h a t e  
e n  f o n c t i o n  d u  p H .  Les  m e s u r e s  s o n t  e f f e c t u ~ e s  e n  t a m p o n  barb i ta l  0.1 M entre  p H  7 . 2  e t  9 . 6 .  A u - d e s s u s  
de 9.6 ,  le t a m p o n  c a r b o n a t e  50 m M  est  uti l is~.  Le mi l i eu  r ~ a c t i o n n e l  c o n t i e n t  Mg 2+ 1 m M  e t a  u n e  force  
i o n i q u e  c o n s t a n t e  par  a d d i t i o n  d e  NaC1. 
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T A B L E A U  II  

A C T I V I T E  P H O S P H O T R A N S F E R A N T E  D E  L A  P H O S P H A T A S E  A L C A L I N E  D U  L A I T  D E  V A C H E  E N  
P R E S E N C E  D E  C O N C E N T R A T I O N S  V A R I A B L E S  D U  D O N N E U R  

a c c e p t e u r  p - N i t r o o h d n o l  Pi  ( p m o l ) *  p - N i t r o p h 6 n o l  P h o s p h a t e  t r a n s f ~ r ~  
R a p p o r t  - - - -  

d o n n e u r  ( p r n o l ) *  Pi (%)  

10  3 . 0 0  0 . 9 6  3,1 68  
50  3 . 4 5  1 . 3 8  2 , 5  6 2 . 8  

1 0 0  3 . 3 5  1 .51  2 ,2  55  

4 0 0  3 . 4 0  1 . 8 3  1 , 8 5  4 6  

7 0 0  3 . 3 0  1 . 8 0  1 , 8 4  4 4 . 2  
1 0 0 0  3 . 2 0  1 . 8 0  1 . 7 8  4 4 . 3  

* L e s  v a l e u r s  r e p r e s e n t e n t  les  q u a n t i t 6 s  de  p -n i t rophd~no l  ou  de  Pi l i b6 r~es  en  15  rn in  en  t a m p o n  b o r a -  

te  50  rnM,  p H  9, en  p r e s e n c e  de  Mg  2+ 1 rnM.  L a  c o n c e n t r a t i o n  de  l ' a c c e p t e u r :  T r i s  d a n s  le m i l i e u  r~- 

a c t i o n n e l  e s t  de  1 M; la c o n c e n t r a t i o n  d u  d o n n e u r  p - n i t r o p h 6 n y l p h o s p h a t e  va r i e  de  1 0 0  fi 1 rnM.  

Activitd phosphotransfdrante. Avec le p-nitroph~nylphosphate comme don- 
neur et le Tris (1 M) comme accepteur, la quantit~ de phosphate transfgr~ par 
unit~ de temps est d 'autant  plus 6levee que le rapport accepteur/donneur est 
faible {Tableau II). 

De plus, la nature et le nombre des radicaux chimiques port ,s  par l'accep- 
teur: presence d 'un groupement amin~, nombre de groupements hydroxyles 
permet ~ l'activit~ de transfert de devenir pr~pond~rante (Tableau III). La trop 
grande taille de certaines molecules semble ~tre un crit~re limitatif de cette 
activitS. L 'enzyme exerce dans la r~action de transphosphorylation une s~lec- 
tivit~ st~r~ospScifique fi l'~gard des isom~res de la s~rine qui corrobore les 
valeurs de K m et V trouv~es pour les esters phosphoriques de cet acide amin~. 

L'~thanolamine est un accepteur qui privil~gie davantage la r~action de 
transphosphorylation que les substances tampons telles que le Tris, le 2-amino- 
2-m6thylpropanol. Ces r~sultats sont en accord avec ceux d 'Amador et Urban 
[151. 

T A B L E A U  I I I  

A C T I V I T E  P H O S P H O T R A N S F E R A N T E  D E  L A  P H O S P H A T A S E  A L C A L I N E  

P R E S E N C E  D E  D I F F E R E N T S  A C C E P T E U R S  

D U  L A I T  D E  V A C H E  E N  

A c c e p t e u r  p - N i t r o -  Pi p - N i t r o p h d n o l  P h o s p h a t e  

p h e n o l  ( p r n o l ) *  Pi t r ans fe ra l  
( p m o l ) *  (%) 

E t h a n o l a m i n e  1 . 2 0  0 . 7 1  1 . 6 9  4 0 . 8  
D - G l u c o s a m i n e  1 . 6 8  1 . 0 6  1 . 5 8  3 6 . 9  
2 - A r n i n o - 2 - m ~ t h y l p r o p a n o l - ( 1  ) 2 . 6 0  1 . 6 7  1 . 5 6  3 5 . 8  
T r i s  2 . 0 0  1 . 2 9  1 . 5 5  3 5 . 6  
D-S(~rine 0 . 8 6  0 . 6 5  1 . 3 2  2 4 . 4  
L -S~r ine  0 . 4 0  0 .41  0 . 9 8  0 
D - G l u c o s e  1 . 0 4  0 . 8 7  1 . 2 0  1 6 . 4  
G l y c e r o l  1 . 4 7  1 . 2 9  1 . 1 4  1 2 . 2  
L a c t o s e  1 . 0 4  1 . 0 6  0 . 9 9  0 

* L e s  v a l e u r s  r e p r ~ s e n t e n t  les  q u a n t i t ~ s  de  p - n i t r o p h ~ n o l  o u  d e  Pi l i b~r~es  e n  1 5  r a i n  e n  t a m D o n  b o r a -  
t e  50  r a M ,  p H  9, e n  p r ~ g e n c e  de  Mg  2+ 1 r a M .  L a  c o n c e n t r a t i o n  de  l ' a c c e p t e u r  dar ts  le m i l i e u  r ~ a c t i o n -  
ne l  es t  ~ga le  ~ 0 . 4  M; ce l le  d u  d o n n e u r :  p - n i t r o p h ~ n y l p h o s p h a t e  e s t  de  20  rnM.  
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Discussion 

La structure sous-unitaire de la phosphatase alcaline du lait est similaire ~ 
celle d~j~ observ~e pour la phosphatase alcaline d'E. Coli [16], d'intestin de 
veau [17], du placenta humain [18,19] et clu rein de boeuf [20]. La masse 
mol~culaire de 170 000 pour l 'enzyme native est en tr~s bon accord avec 
celles trouv~es pr~c~demment [4]. 

La phosphatase alcaline du lair de vache contient  4.9 atomes-g de Zn 2 * par 
mol de dimSre. Un r~sultat similaire a 5t~ trouv~ pour d'autres phosphatases 
alcalines de mammif~res: intestin de veau [17], rein de boeuf [20]. 

L'~tude des param&res cin~tiques montre que la phosphatase alcaline du 
lait de vache pr~sente ~galement les caract~ristiques communes des enzymes 
de son groupe et, tout  particuliSrement, de celles extraites du foie, des os, du 
rein, du cerveau: les valeurs de pH optimum obtenues avec les diff~rents sub- 
strats sont comparables ~ celles trouv~es pour d'autres phosphatases alcalines 
de mammif~res [21,22], son affinit~ apparente pour les esters d'alcool, de 
phenol ou d'h~miac&al est sensiblement la mSme, l'activit~ pyrophosphatasi- 
que pr~sente les caract~ristiques classiques [ 23]. 

Les meilleures conditions d'activit~ phosphotransf~rante de la phosphatase 
alcaline du lait ont ~t~ ~tudi~es par Morton [24]. I1 a no tamment  d~gag~ l'im- 
portance de la sp~cificit~ et de la concentration de l 'accepteur et constat~ que 
la variation du donneur (phosphocr~atine) de 5 ~ 60 mM ne semble pas avoir un 
effet sur le pourcentage de phosphate transfer& Nous avons, par contre, ob- 
serv~ qu'une variation du rapport accepteur/donneur de 1000 ~ 10 permet 
d'accro[tre le pourcentage de phosphate transf~r~ de pros de 25%. I1 est bien 
connu, en outre, que les compos~s nucl~ophiles favorisent l'activit~ phospho- 
transf~rante [25,26]. Nous avons relev~ que la r~action de transphosphoryla- 
tion est favoris~e en presence d 'un accepteur de faille r~duite, comportant  un 
ou plusieurs hydroxyles et un radical amin& De plus, la configuration de la 
L-s~rine est moins favorable ~ l'activit~ transf~rasique que l'isomSre D, r~sultat 
qui se trouve corrobor~ par les valeurs de Km des isomSres de la phosphos~rine. 

L'effet  de Mg 2÷ sur la valeur du pH optimum et du K m est fonction du pH. 
L'augmentat ion de V, seul effet catalytique apparent peut 8tre la consequence 
d'une modification conformationnelle qui contribue au rapprochement de 
certains groupes du centre actif [27]. 

L'~tude de la variation du K m et de V en fonction du pH montre l'impor- 
tance de deux gmupes ionisables dans l'activit~ de l 'enzyme dont  les valeurs 
sont voisines de 8.6 et 9 ~ 37°C. Plusieurs r~sidus d'acides amines peuvent 8tre 
concern~s par une valeur de pK de 9 ~ 37°C, ~ savoir le groupe a-NH2 ou e-NH2 
de la lysine, le groupe hydroxyle  de la tyrosine et le radical sulfhydryl de la 
cyst~ine. 

On peut aussi consid~rer, par analogie avec la phosphatase alcaline d'E. Coli, 
que le zinc est coordonn6 ~ une mol6cule d'eau [ 25]. Or, ce complexe pr~sente 
un pK de 8.9 ~ 25°C et est dissoci~ selon la r~action: 

Zn2+(H~O) ~ Zn~*(OH -) + H* 

Notons que le profil pK m - pH est similaire ~ ceux obtenus pour la phospha- 
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tase alcaline d'intestin de veau [ 26], d'intestin de poulet [ 28] et de placenta de 
rat [29]. 

L'6tude de l 'action de quelques effecteurs m~talliques sur l'activit6 enzymati- 
que et celle de r6actifs sp6cifiques de certains radicaux d'acides amin6s sont en 
cours et doivent nous permettre de pr6ciser le m6canisme r6actionnel. 
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Resum6 

La phosphatase alcaline (EC 3.1.3.1) du lait de vache est un dimSre com- 
prenant deux sous-unitSs identiques ou tr~s similaires d 'une masse mol~culaire 
d'environ 85 000. L 'enzyme contient  4.9 +- 0.6 atomes-g de zinc par tool de 
prot~ine. Les propri~t~s cin~tiques essentielles sont celles des enzymes de son 
groupe: forte variation de la valeur du pH optimum avec les conditions d'essai, 
manque de sp~cificit~ de substrat, augmentation du K m et de V avec la valeur 
du pH. L'activit~ transf~rasique se trouve augment~e, ~ concentration fixe 
d'accepteur, en presence de concentration croissante de donneur. La faible 
taille des molecules et la presence de groupements hydroxyles et amine ac- 
croissent le pourcentage de phosphate transf~r~. La r~action de transphos- 
phorylation se fait de preference avec l'isom~re D de la s~rine et l 'enzyme 
pr~sente une plus grande affinit~ pour la D-phosphos~rine. 
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