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The A variant of bovine 0~sl casein is devoid of the segment of 13 amino acid residues which occupies the 14th 
to 26th position from the NH2-terminal in the polypeptide chain (198 residues) of the B and C variants. 

1. Introduction 

La cas6ine t~sl bovine, dont nous achevons d'6tablir 
la structure primaire (198 r6sidus d'acides amin6s, [ 1-  
5] ), existe sous plusieurs formes g6n6tiquement d6ter- 
min6es, ou variants. On a d6crit jusqu'~i pr6sent les 
quatre variants A, B, C [6] et D [7] .a.slC et aslD 
different chacun d'asl B par la substitution d'un seul 
acide amin6 [8, 9]. Les r6sultats de Kalan et al. [10] 
et Thompson et al. [1 1] indiquent par contre qu'CtslA 
diff6re des autres variants par une alt6ration impor- 
tante de la chafne polypeptidique, dont la nature n'a 
toutefois pas 6t6 pr6cis6e; Thompson et al. sugg~rent 
qu'~ la substitution d'un acide amin6 (Lys/Asn) s'ajoute 
la d616tion d'un segment de 8 autres r6sidus(Ala, Val, 
Leu3, Phe2, Arg); les fingerprints chymotrypsiques des 
variants B et C different en plusieurs points de celui du 
variant A: un peptide de s6quence Arg-Phe-Phe,  
en particulier, ne se retrouve pas dans le fingerprint du 
variant A [1 1]. 

En nous r6f6rant h la s6quence partielle de la cas6ine 
o~1B 6tablie par notre 6quipe [5], nous avons recher- 
ch6 dans quelle partie de la chafne polypeptidique 
pouvait se situer la d616tion d'un segment ayant la 
composition propos6e par Thompson et al. [ 1 1 ],  et 
conclu que cette d616tion ne pouvait se placer que dans 
la partie NH2-terminale, dans le r6gion comprenant le 
r6sidu arginyle 22. 

Nous montrons dans le pr6sent travail que la partie 
NH2-terminale de la chafne polypeptidique du variant 
Otsl A diff~re de celle des variants 0tsl Be t  ~tslC par la 

d616tion d'un segment de 13 acides amin6s, allant des 
positions 14 ~ 26 incluses dans la s6quence du variant 
de r6f6rence Oql B. 

2. M6thodes et r6sultats 

A d6faut d'un lait de vache homozygote pour l'all~le 
asl-CnA, nous disposions de celui d'une vache de race 
Holstein-Friesian canadienne, de g6notype h6t6ro- 
zygote C~sl- CnA/~tsl - Cn B. La cas6ine CtslA/B a 6t6 
pr6par6e h partir de ce lait, suivant la technique de 
Thompson et Kiddy [12]. 

Nous avons d6crit pr6c6demment [3, fig. 1 ] le 
fractionnement, sur colonne de Dowex 50, des 6 pep- 
tides r6sultant de l'hydrolyse de la cas6ine asl B par 
CNBr: le peptide NH2-terminal , CN6, comportant 54 
r~sidus d'acides amines est ~lu6 en dernier. 

L'application des m6mes techniques ~ la cas6ine 
asl A/B donne le m6me diagramme d'61ution. Mais ici, 
la fraction correspondant au dernier pic rechromato- 
graphi6e sur colonne de Sephadex G-25 and acide ac6- 
tique 30% (v/v), se subdivise en deux fractions (frac- 
tions I e t  II dans l'ordre d'61ution) contenant chacune 
un peptide. 

La fraction I fournit le peptide CN6; elle corre- 
spond donc ~ la partie NH 2-terminale de la cas6ine 
aslB pr6sente dans le m61ange OtslA/B de d6part. Rap- 
pelons ici que l'enchafnement des 8 peptides trypsi- 
ques de CN6 est le suivant [4] : 
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Tableau 1 
Composition en acides amin6s des peptides CN6, CN6 Aet  

CN6A T 1. 

CN6 D~ldtion = 
[3] CN6A CN6-CN6 A CN6AT1 

(moles d'acide amin6/mole de peptide) 

Acide aspartique 5 3,05 (3) 2 - 
Thr6onine 1 0,91 (1) - - 
S6rine 3 2,62 (3) - - 
Acide glutamique 10 8,00 (8) 2 3,19 (3) 
Proline 5 4,75 (5) - 2,96 (3) 
Glycine 3 2,92 (3) - 1,90 (2) 
Alanine 2 0,90 (1) 1 - 
Valine 4 1,95 (2) 2 1,00 (1) 
Methionine* 1 0,75 (1) - - 
Isoleucine 2 2,02 (2) - - 
Leucine 5 2,02 (2) 3 1,05 (1) 
Tyrosine . . . .  
Ph6nylalanine 4 1,91 (2) 2 1,90 (2) 
Tryptophane . . . .  
Lysine 5 4,92 (5) - 0,90 (1) 
Histidine 2 2,08 (2) - 0,79 (1) 
Arginine 2 1,01 (1). 1 - 

Nombre de 
54 41 ~13 14 rdsidus 

* Sous la forme homosdrine-homosdrine lactone. 

T m 7 T 3 - T m 7 T 2 - T m 7 T  1 - T m  1 T 8 - T m  1 T6 
(= Tm 1 T 5 - T m  1T7) -CN6Tm 1T 1 

La composit ion en acides amin6s du peptide con- 
stituant la fraction II, CN6A, est donn6e dans le 
tableau 1. L 'hydrolyse  trypsique de ce pept ide fournit 
7 peptides purifi6s par  chromatographie sur colonne de 
Sephadex G-15, en acide ac6tique 30% (v/v) et par chro- 
matographie ou 61ectrophor6se pr6paratives sur papier 
(m6mes m6thodes que dans [1]) .  Six de ces peptides 
sont identiques aux peptides trypsiques de CN6 suivants: 
Tm7T3, Tm7T2, T m l T 5 ,  T m l T 6 ,  T m l T 7  et Cn6TmlT1 
(voir l 'enchafnement ci-dessus). La composit ion du sep- 
ti6me peptide,  CN6AT1,61u6 le premier sur Sephadex 
G-15, ne correspond h celle d 'aucun des peptides tryp- 
siques de la cas6ine as lB,  mais 6quivaut h la somme des 
composit ions de Tm7T1 et T m l T 8 ,  moins les 13 r6sidus 
suivants: Asx 2, Glx 2, Ala, Vat2, Leu 3 , Phe 2, Arg 
(tableau 1). Ces r6sultats sugg6rent que CN6 A est la 
partie NH2-terminale de la cas6ine as iA pr6sente dans 
le m61ange as lA/B de d6part, et qu'une d616tion de 13 
acides amin6s affecte, chez le variant A,  la r6gion qui, 

chez les variants B e t  C, correspond aux pept ides  
Tm7T1 et T m l T 8 .  

Cette hypoth6se est confirm6e par l ' examen de la 
s6quence des acides amin6s du pept ide CN6AT1 (fig. 
1). A l 'except ion de l'616ment P r o - P h e - P r o ,  cette 
s6quence a 6t6 6tablie ~ l 'aide de techniques d6j~ 

( 
CN6 A T 1 

) 

CN6 A T 1 - LAP 
( 

His-Gln-Gly-Leu-Pro-Gln-Pro-Phe-Pro-Gln-Val -Phe-Gly-Lys  

HA4 HA3 

CN6AT1Thl 

HA1 

HA2 

¢- 

Fig. 1. S6quence des acides amin6s du peptideCN6AT1 :--% acide amin6 lib6r6 par la leucine aminopeptidas¢; ~ ,  aeide amin6 lib6r6 
par les carboxypeptidases Bet A;---,, acide amin6 identifi6 par la m6thode soustraetive d'Edman;--,, S&luence 6tablie par spectro- 

m6trie de masse. 
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d6crites hydrolyse par la leucine aminopeptidase et les 
carboxypeptidases A et B [2], d6gradation soustractive 
d'Edman [2] et hydrolyse acide m6nag6e [5]. Le pep- 
tide CN6AT 1-LAP a 6t6 pr6par6 comme Tm7T 1-LAP 
[4] apr6s hydrolyse par la leucine aminopeptidase; 
CN6AT1Thl a 6t6 obtenu par hydrolyse de CN6AT1 
par la thermolysine (EC 3.4.4; tampon tris 0,05 M -  
CaCI 2 0,001 M; pH 8; 8 h; 38 ° ; rapport molaire 
enzyme/substrat = 1/300) et chromatographie sur 
colonne de Sephadex G-15 en acide ac6tique 30% 
(v/v); en ce qui concerne les peptides obtenus par 
hydrolyse acide m6nag6e, et purifi6s par 61ectro- 
phor6se et chromatographie pr6paratives sur papier 
[1], nous ne mentionnons que ceux qui ont apport6 
des 616merits utiles (HA1 fi HA4). La mobilit6 61ectro- 
phor6tique de CN6AT1Thl ~ pH 6,5 est celle d'un 
peptide neutre, ce qui prouve que les deux r6sidus 
Glx de ce peptide sont des glutaminyles. Enfin, la 
spectrom6trie de masse, appliqu6e ~ CN6AT1Thl, 
apr6s N-ac6tylation et perm6thylation [13, 14], a per- 
mis de d6terminer la s6quence des 6 premiers r6sidus 
de ce peptide, donc d'61ucider compl6tement celle de 
CN6AT1. 

3. Discussion 

Les r6sultats pr6c6dents s'interpr6tent (fig. 2) en 
admettant que le peptide CN6 A repr6sente la partie 
NH2-terrninale de la chai'ne polypeptidique du variant 
A et que cette derni~re diff6re de celle des variants B 
et C par la d616tion du segment de 13 r6sidus d'acides 
amin6s allant des positions 14 h 26 incluses dans la 
s6quence du variant de r6f6rence Otsl B (identique dans 
cette partie NH2-terminale h celle du variant OtslC [8] ). 
Au niveau chromosomique on peut consid6rer que la 
d616tion du segment d'ADN correspondant s'est faite, 
de part et d'autre, entre deux triplets de codage 
d'acides amin6s. 

Nous nous proposons de rechercher si d'autres 
alt6rations caract~risent le variant ~sl A ailleurs que 
dans la partie NH2-terminale, ce qui, comptetenu de 
r6sultats pr61iminaires, nous semble peu vraisemblable. 
Dans l'hypoth6se off la diff6rence entre les variants A 
et B se limite ~ la d616tion mise en 6vidence dans ce 
travail, le variant A poss~de h pH 8,5, une charge n6ga- 
tive de moins que le variant B, et h pH 3,0 une charge 
positive en moins. Ceci peut sembler en contradiction 
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avec le fait que la mobilit6 du variant A est plus 61ev6e 
que celle du variant B en 61ectrophor6se en gel avec 
ur6e, ~ chacun de ces deux pH. On se souviendra 
cependant que, de mani~re g6n6rale, la mobilit6 61ec- 
trophor6tique est proportionnelle au quotient  de la 

charge nette par un facteur de dimension mol6culaire; 
or, on peut v~rifier que le quotient  de la charge nette 

par le nombre de r6sidus est plus ~lev6 pour aslA que 

pour aslB - et aslC d'ailleurs - aussi bien ~ pH 8,5 
qu'h pH 3,0, ce qui peut suffire & rendre compte de la 
mobilit6 relative de ces variants en 61ectrophor~se. 
Rappelons par ailleurs que les propri6t~s physico- 
chimiques du variant A sont assez diff6rentes de celles 
des autres variants [1 1, 15]. 
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