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SUMMARY 

An immunologic study of the proteolysis of a-casein by rennet 

Immunologically, a-casein constitutes a complex antigenic system comprising at least 
four antigenic substances. Subjected to immunoelectrophoresis, one of these four 
constituents appears to be particularly sensitive to the action of rennet. The at tack 
of rennet on this constituent is presumably concerned in the transformation of a-casein 
into a-paracasein during coagulation. 

INTRODUCTION 

La formation de paracas6ine a k part ir  de la cas6ine a soumise £ ract ion de la pr6sure 
s'effectue au cours d'une prot6olyse tr~s limit6e puisque I ~. 2 % seulement de razote  
de la cas6ine a devient soluble dans racide trichlorac6tique 1. D'autre  part,  le nombre 
de liaisons rompues que nous avons mesur6es au cours de cette prot~olyse s'est r6v616 
particuli~rement minime: 4 a 5 liaisons pour IO.OOO liaisons peptidiques. Aussi 
ractivit6 de la pr6sure ne pent ~tre raise en 6vidence par les moyens ordinaires d'6tude 
des prot6olyses. Pourtant,  la paracas6ine a se distingue net tement  par sa propri6t6 
de pr6cipiter en pr6sence des ions calcium et de former alors un coagulum. 

Or, les techniques immunologiques, grace ~ leur sensibilit6, permettent  de d6celer 
des modifications tr~s limit6es du substrat  si ces modifications ont port6 sur le groupe- 
ment  antig6nique de la mol6cule. En 1932, NICOLAS * a constat6 des diff6rences notables 
entre la paracas6ine et la cas6ine vis ~ vis d'un s6rum anti-cas6ine. Les groupements 
antig6niques de la cas6ine sont donc sensibles k l 'action de la pr6sure. 

Aussi avons nous entrepris l '6tude de la prot6olyse de la cas6ine a* par la pr6sure 
cristallis6e en suivant son action par  immuno61ectrophor6se et par l '6tude des surna- 
geants aprbs pr6cipitation sp6cifique. Nous avons op6r6 dans des conditions analogues 

celles utilis6es par  LAPRESLE a, 4 pour l '6tude de la d6gradation enzymatique de la 
s6rum-albumine humaine. 

TECHNIQUE 

Immunisation 
Six lapines adultes ont 6t6 immunis6es selon la technique de FREUND ~ en faisant 

• Obl igeamment  fournie par  le Dr. T. L. McMEEKIN ~ qui nous adressons ici tons  nos remer- 
cielnents. 
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trois injections, de IO mg environ de cas6ine a chacune, s6par6es par  une semaine 
d'intervalle. La  product ion max imum d'ant icorps se situe environ 8 k 15 jours 
apr6s la derni~re injection d'antig~ne. Le sang a 6t6 pr61ev6 par  ponction intra- 
cardiaque*. 

Elecgrophor~se en g~lose 

L'61ectrophor~se en g61ose a 6t6 conduite selon la technique d6crite par  GORDON 
et coil)  et modifi6e selon GRABAR et coll. 7. Les conditions 6taient les suivantes:  
solution de cas6ine a k 13 mg/ml:  0,06 ml, t ampon v6ronal pH  8,2, force ionique 
0,05 dans les bacs et 0,025 dans la g61ose, tension 5 V/cm, dur6e 4 h. Les plaques ont  
6t6 color6es k l 'amidoschwarz apr~s pr6cipitation des prot6ines par  l 'acide ac6tique, 
et  lues au photom~tre.  

Immuno~lectrophor~se 

Les analyses immuno61ectrophor6tiques ont  6t6 effectu6es selon la m6thode de 
GRABAR ET WILLIAMS ~** en utilisant 2 ml de s6rum anticas6ine a par  immuno61ectro- 
phor~se. Par  ailleurs les conditions d'61ectrophor~se sont les mSmes que celles de 
l'61ectrophor6se en g61ose. 

Protgolyse 

Nous avons effectu6 la prot~olyse en milieu NaC1 o.16 M ~ pH-- - -7  a 30 ° en 
utilisant une solution de pr6sure cristallis6e pr6par6e par C. ALAIS s, k la concentrat ion 
de 3,3 tzg ou o,I3 U.P. /ml du m61ange cas6ine a et pr6sure. La  concentrat ion en 
cas6ine a selon les experiences est soit i i  mg, soit 13 mg/ml du m61ange en r6action. 

La  pr6sure est inactiv6e par  un chauffage k 80 ° pendant  IO sec. ou en 6levant le 
p H  k 8,2 par  addition de soude N. Nous avons v6rifi6 que ces trai tements n 'entra lnent  
pas de modification du compor tement  immunologique ou 61ectrophor6tique de la 
cas6ine ~. 

Le t6moin correspondant  au temps z6ro est obtenu en a joutant  k la cas6ine a une 
solution de pr6sure cristallis6e pr6alablement port6e ~ l'6bullition. 

Prgcipitation sp~cifique 

Les pr6cipitations sp6cifiques pour l '6tude des surnageants ont 6t6 faites en 
a joutant  ~ o,I  ml de s6rum anti-cas6ine a, o,I  ml d 'une  solution contenant  des 
quantit6s croissantes de cas6ine a ayan t  subi l 'action de la pr6sure pendant  un temps 
d6termin6. 

Les pr6cipit~s sont conserv6s ensuite I h {~ 37 ° et 24 h ~ 5 ° puis centrifug6s 
20 rain. ~ 2300 × g. Les surnageants ont 6t6 analys6s selon la technique du disque 
(ring test), (a) avec le s6rum anti-cas6ine a, (b) avec la cas6ine a non empr6sur6e 
et (c) avec la cas6ine a ayan t  subi le m6me temps d 'act ion de la pr6sure que la solution 
de cas6ine a utilis6e pour  la pr6cipitation sp6cifique. Ces solutions de cas6ine a ont 
6t6 employ6es ~ la concentrat ion de 200/~g/ml. 

* Nous remercions ici M. PLOMMI~T qui a bien voulu se charger de ce travail. 
** Nous remercions 6galement Melle DURIEUX qui s'est charg6e de la partie technique de ce 

travail. 
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RI~SULTATS 
Electrophor~se en g~lose (Fig. I) 

La cas6ine a sans pr6sure pr6sente un seul pic mais 16g~rement dissym6trique. 
Apr~s I h d'action de la pr6sure, ce pic se scinde en deux pics a 1 et a 2. Le pic a ,  
devient plus net apr~s 6 h et 22 h d'action de la pr6sure. Ce r6sultat concorde avec 
celui obtenu par NITSCHMAI~I~ et coll. 9 en ~lectrophor~se en phase liquide selon 
TISELIUS. 

T~moin + . " I ~  

lh ~ ' ~  

6h % ~ 

2 2 h  

Fig. L Electrophor~se en g~lose de la cas~ine a, sans pr~sure (t~moin) et apr~s i h, 6 h, et 22 h 
d'empr~surage. Pr6sure inhib~e par ~16vation du pH. 

I1 faut noter qu'au cours de l 'aetion de la pr~sure, il apparai t  un nouveau com- 
posant migrant vers le p61e n6gatif. I1 est d6jk net tement  visible sur le diagramme 
fait apr~s 6 h d'action de la pr6sure. Le diagramme d'61ectrophor~se de la solution 
de cas6ine a t6moin n'est pas modifi6 si la solution est conserv6e k 3 °o pendant 22 h 
en pr6sence de toluene. 

lmmunoaectrophor~se 

La cas6ine k donne lieu ~ deux lignes de pr6cipitation bien visibles (I et 4) avec 
-tousles s6rums et ~. deux lignes suppl6mentaires tr~s fines (2 et 3) avec certains s6rums 
,~Fig. 2). La ligne 4 se divise en deux du c6t6 de la cathode. Ces lignes correspondent k 

4 1 31 4 

( 5 e r ' u m  A n t i -  Cas~ ine  ~. ) 

Fig. 2. Immuno61ectrophor~se de la cas6ine a, sch6ma. 
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des antig6nes ayant  une mobilit6 61ectrophor6tique tr6s voisine dans les conditions 
6tudi6es. Au cours de l 'action de la pr6sure la ligne I s 'estompe peu ~ peu pour 
disparattre compl6tement au bout d'une heure. La ligne 4 n'est  pas modifi6e ni dans 
sa forme ni dans sa position. 

Etudes des sumageants apr~s precipitation sp~cifique 
Les r6sultats concernant la cas6ine a sont indiqu6s dans la premi6re colonne 

horizontale (cas6ine a) du Tableau I. Lorsque o,I ml de l 'anti-s6rum et o,I ml de 
diff6rentes dilutions de cas6ine a sont m61ang6s et qu'apr6s centrifugation l'on 
recherche clans les surnageants la pr6sence d'antig~nes ou d'anticorps non pr6cipit6s, 
l 'on constate que dans les trois premiers surnageants (4, 8 et 16/zg de cas6ine a/ml de 
s6rum) il y a seulement un exc6s d'anticorps. Puis dans les surnageants 32, 48, 65 et 
97/ ,g/ml il y a toujours un exc~s d'anticorps mais aussi un exc6s d'antig~nes. Enfin 

T A B L E A U  I 

]~TUDE DES SURNAGEANTS APRILS PRI~CIPITATION SPI~CIFIQUE 

AntigOne ~ I*g/ml 4 8 z'5 32 48 65 97 z'3o z95 260 5~o 

Cas6ine a 

Paracas~ine  a i h* * 

Paracas6 ine  a 6 h* * 

Paracas6 ine  a 2 4 h* * 

I II 

! . . . . . . . . . . . . . . . . .  

III  

* Casdine a ou p a r a c a s f i n e  a apr~s i h, 6 h ou 2 4 h d ' a c t i o n  de la  pr6sure e n / ~ g / m l  de prot6 ine  
a joutds  p a r  m l  de sdrum an t i -cas4 ine  a pour  effectuer la  p r6c ip i t a t i on  sp~cifique. 

T e m p s  d ' a c t i o n  de la  pr6sure.  
I . . . .  : L i m i t e  des  zones d 'exc~s  d 'an t ig~nes .  
I I  : L i m i t e  des zones d 'exc~s d ' an t i co rps  lorsque  les su rnagean t s  son t  ana lys6s  avec  

l ' an t ig~ne  u t i l i s6  pour  la  p r 6 c i p i t a t i o n  spdcifique. 
I I I  ......... : L i m i t e  des zones d 'exc~s d ' an t i co rps  lorsque  les su rnagean t s  son t  ana lysds  avec  la  

cas6ine a. 

pour des concentrations plus 61ev6es en cas6ine a, il n 'y  a plus d'anticorps pr6sents 
dans les surnageants mais seulement de l'antig6ne en exc6s. La zone de superposition 
des exc6s d'antig6nes et d 'anticorps a 6t6 d61imit6e dans le Tableau I par  la ligne en 
tirets I, limite d'exc6s d'antig6nes, entre 16 et 32/zg/ml et par la ligne en trait  plein II,  
limite d'exc6s d'anticorps, entre 97 et 13o/zg/ml. La pr6sence de cette zone est 
importante ~ noter. Elle indique que la cas6ine a ne donne pas de zone d'6quivalence 
et qu'elle est constitu6e alors par un m61ange d'antig6nes ayant  chacun un point 
d'6quivalence diff6rent des autres, ce qui confirme les r6sultats d6j~ obtenus en milieu 
g61ifi6. 

Une 6tude similaire a 6t6 faite avec les diff6rentes paracas6ines a, apr6s I h, 6 h, 
et 24 h d'action de la pr6sure, en les utilisant comme antig6ne pour pr6cipiter les 
anticorps du s6rum anti-cas6ine a. 

La recherche des antig6nes pr6sents dans les surnageants montre que la limite 
d'exc6s d'antig6nes pour les trois paracas6ines a est la m4me que celle de la cas6ine a 
(limite I du Tableau I). 

Pour rechercher les anticorps contenus dans les surnageants nous nous sommes 
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servis de deux antig~nes diff6rents: la paracas6ine a utilis6e pour la pr6cipitation 
sp~cifique et la cas~ine a. 

Par exemple si la pr6cipitation sp6cifique a 6t6 faite avec la paracas6ine a apr~s 
I h d'action de la pr6sure (deuxi~me colonne horizontale du Tableau I), cette m6me 
paracas6ine a est utilis6e pour d6celer la pr6sence des anticorps dans les surnageants. 
Cette recherche permet de tracer comme pour la cas6ine a, une limite d'exc~s d'anti- 
corps ou limite I I  du Tableau I. Pour des concentrations en paracas6ine a plus petites 
que 65 tzg/ml de s6rum, il y a dans les surnageants un exc&s d'anticorps. Cette limite II  
est la m6me pour les trois paracas6ines a, donc quelque soit le temps d'action de la 
pr6sure entre I h et 24 h. La limite d'exc~s d'antig~nes 6tant situ6e entre 16 et 32 tzg/ml, 
il existe donc toujours une zone de non 6quivalence, mais cette zone est plus 6troite 
que celle de la cas6ine a. 

La recherche des anticorps contenus dans les surnageants pent 6galement se 
faire en utilisant la cas6ine a. Ceci donne lieu k une nouvelle limite d'exc~s d'anti- 
corps, repr6sent6e dans le Tableau I par la ligne en pointill6e I I I .  Le fait d'abord 
que cette limite I I I  existe, indique que pour une concentration suffisamment grande 
en paracas6ine a (ici 520/~g/ml de s6rum), tous les anticorps sont pr6cipit6s par la 
paracas6ine a. Celle-ci contient donc encore tousles groupements antig6niques de la 
cas6ine a mais en quantit6 moindre, car il faut 520 ~g de paracas6ine a pour saturer 
les anticorps satur6s par 13o/xg de cas6ine a. 

Le fait que les limites I I  et I I I  d'exc~s d'anticorps ne coincident pas, signifie 
qu'il existe des surnageants qui pr6cipitent encore avec la cas6ine a par la m6thode 
du disque, alors qu'ils ne pr6cipitent plus avec la paracas6ine a. Une fa~on de traduire 
cette observation est de supposer, comme l'ont fait dans des circonstances analogues 
LAPRESLE ET DURIEUX 4, que l'action enzymatique produit des antig~nes "incom- 
pl~tement pr6cipitants" qui sont capables de se combiner avec les anticorps anti- 
cas6ine a. Ces antig~nes pr6cipitent seulement avec les surnageants correspondant 
au d6but de la courbe de pr6cipitation sp6cifique, qui sont les plus riches en anticorps. 

Les r6sultats pr6sent6s dans le Tableau I correspondent k ceux donn6s par un 
s~rum particulier. Tous les  s6rums 6tudi6s donnent des r6sultats analogues mais 
avec des variations individuelles jouant principalement sur la largeur des zones de 
non 6quivalence. 

Nous avons 6galement 6tudi6 un certain nombre de r6actions crois6es. Le s6rum 
anti-cas6ine a r6agit avec la cas6ine fi de vache, la cas6ine totale de brebis et la 
cas6ine totale de ch~vre, et, naturellement, avec la cas6ine totale de vache. 

Par contre si le lait de vache donne une r6action positive par la technique du 
disque avec le s6rum anti-cas6ine a, le lait de truie ne donne aucune r6action. Cela 
laisserait supposer que la cas6ine de truie aurait une sp6cificit6 immunologique com- 
pl~tement diff6rente de celle de la cas6ine a de vache. 

CONCLUSION 

La cas6ine a k l'~lectrophor~se en phase liquide ou en milieu g61ifi6 se comporte 
comme un produit homog~ne. L'~tude immuno-61ectrophor6tique r6v~le qu'elle est 
complexe et constitu6e par au moins quatre composants distincts. Cette composition 
complexe est en accord avec les travaux r6cents de WAUGH et coll. 1°, de MC!V[EEKIN 
et coll. n, de LONG et coll. lz montrant que la cas6ine a comprend un composant 
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particulibrement sensible k l 'action de la pr6sure K ou a 2, un autre composant en faible 
proportion ~ et un composant r6siduel at. 

Pendant  l 'a t taque de la pr6sure, l 'une des lignes de pr6cipitation de la cas6ine a 
donn6es par immuno61ectrophorbse disparait. Ceci est 6galement en accord avec 
l 'hypoth~se que l 'un des composants de la cas6ine a est particuli6rement sensible 
l 'action de la pr6sure et que de son at taque r6sulte l'instabilit6 des autres composants 
vis k vis des ions Ca++, ce qui entralnerait la coagulation du complexe. 

L'interpr6tation de l '6tude des surnageants est tr~s limit6e en raison mSme de la 
complexit6 de la cas6ine a. N6anmoins au cours de l 'action de la pr6sure, le nombre 
de groupements antig6niques semble diminuer car il faut trois k quatre fois plus de 
paracas6ine a pour saturer tous les  anticorps. De plus, par l '6preuve du disque, la 
paracas6ine a ne pr6cipite qu'avec des surnageants contenant uu taux 61ev6 d'anti-  
corps. Ceci est certainement en rapport  avec la disparition de la ligne I observ6e en 
immuno61ectrophor~se. 

Toutes ces transformations immunologiques ont lieu au cours du temps n6ces- 
saire k la coagulation appel6e phase primaire d'action de la pr6sure et sont donc 
certainement en relation avec la coagulation elle-mSme. La phase secondaire de 
prot6olyse g6n6rale qui se poursuit apr~s ne modifie pas les propri6t6s immunologiques 
de la paracas6ine a. 

Rt~SUMt~ 

Au point de vue immunologique la cas6ine a se pr6sente comme un syst&me antig6ni- 
que complexe comprenant au moins quatre constituants antig6uiques. Par  immuno- 
61ectrophor~se, un surtout des quatre constituants se montre sensible ~ l 'action de 
la pr~sure. L 'a t taque  de ce constituant dolt 6tre en rapport  avec la transformation 
de la cas~ine a en paracas6ine a au cours du ph6nom~ne de la coagulation. 
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