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The complete amino acid sequence of bovine para-rcasein is given. 

1. Introduction 

Au cows de la phase primaire de la coagulation du 
lait de vache, la presure hydrolyse specifiquement une 
liaison phenylalanine-methionine tres labile de la 
chaIne peptidique de la caseine K [ 1, 21, qui se scinde 
alors en deux fragments: un fragment NH? -terminal 
appele paracaseine K, et un fragment COOH-terminal 
appele caseinomacropeptide, dont la sequence est 

connue [3]. 
Jolles et al. [4] ont determine la structure primaire 

de quelques peptides trypsiques et chymotrypsiques 
de la paracaseine K et don& l’enchainement de 18 
residus d’acides aminCs de l’extremite COOH-terminale 
pour laquelle nous avons recemment propose une 
sequence sensiblement differente [3]. Le residu NH2- 
terminal de la chaine peptidique, non identifit jusqu’ 

ici, wait bloquh 
Dans le present travail nous decrivons les methodes 

utilisees et les r&a.tltats ayant permis d’etablir la struc- 
ture primaire complete de la paracaseine K dont nous 
discuterons les principales caracteristiques. 

2. Mkthodes et rbsultats 

La caseine KB a Bte preparee a partir du lait d’une 
vache de race Francaise Frisonne Pie-Noire, home- _ 
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zygote pour l’allele K-CnB, selon la methode de Zittle 
et Custer [5]. La paracaseine KB a BtC separee d’un 

hydrolysat “pr&ure” de la caseine KB, par chromato- 
graphie sur carboxymethylcellulose microgranulaire 
en milieu Tris-dimethylformamide [6]. La sequence 
de la paracaseine K a t%e Ctablie en utihsant comme ma- 
teriel de depart: i) Le fragment “CNBr” NH?-terminal 

(peptide KBCN 1) de la caseine KB, obtenu selon les 
methodes precedemment d&rites [3]. ii) La SCM- 
paracadine KB, r&ultant de la carboxymethylation 
[7] de la paracadine KB. 

La composition en acides amines de la paracadine 

K (Asx,, Thrs, Ser7, Glxi6-i7, Proia-la, Glyi, Al%, 
l/2(%2, V& , MetI , Iled, hu7, Ws-9, fie4, LYs6, 

Hiss, Trpi , Args) deduite de l’analyse des acides 
amin& de la SCM-paracadine KB et des fragments 
CNBr de la cas&ne KB~ [3], est relativement proche 
de celles rapportees anterieurement par plusieurs 
auteurs [6, 891. Sa sequence complete a BtC dtablie 
en analysant des fragments trypsiques, pepsiques et 
“NBS” de la SCM-paracaseine KB, ainsi que des frag- 
ments chymotrypsiques du peptide KBCN~ (fig. 1). 

Treize peptides, representant 80% environ de la 
chaine peptidique, ont BtC isoles du surnageant de 
deux hydrolysats trypsiques de la SCM-paracadine 
KB (rapport molaire enzyme/substrat l/100; 40’; pH 
8.5; durees respectives de l’incubation: 3 hr et 17 hr). 
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Fig. 1. Structure primaire de la paracaseine K bovine: -peptides trypsiques; f +peptides pepsiques; % - + principaux peptides 
chymotrypsiques; X - - - - .X peptide “NBS”. La sequence des dix derniers residus, imprimde en caracteres gras, a etk ktablie precedem- 

ment [3] 101s de l’ktude du peptide KB~CN~. 

Mais la plupart de ces fragments trypsiques ont Cte rendu soluble par maleylation [ 111, nous a finalement 
obtenus avec un faible rendement car la paracaseine donne tous les recoupements necessaires a l’Ctablisse-V 
K, tr&s insoluble a pH 8,5, est difficilement attaquee ment de l’enchainement complet des 105 residus 

par la trypsine. d’acides amines de la paracadine K. 
Le prCcipitC de I’hydrolysat trypsique a done Bte 

dissous darts l’acide formique 5 vol. % et soumis a une 
hydrolyse pepsique tres menagee (rapport molaire en- 
zyme/substrat l/6000; 20: 8 hr d’incubation). L’Ctude 
de sept fragments pepsiques purifies nous a permis de 
preciser l’enchainement de quelques peptides tryp- 
siques et d’etablir la sequence partielle de la para- 
caseine K . 

L’enchainement des peptides trypsiques de la partie 
COOH-terminale a CtC confirme par l’analyse d’un pep- 
tide “NBS” r&&ant de l’hydrolyse selective de la para- 
caseine K au niveau du groupe carbonyle du rgsidu tryp- 
tophanyle. Ce peptide, obtenu en Jlydrolysant la SCM- 
paracadine KB par la N-bromosuccinimide (NBS) en 
presence d’acetate de mercure [lo], a CtC isole par 
chromatographie sur Sephadex G-50. 

L’Ctude des peptides isoles d’un hydrolysat chymo- 
trypsique (rapport molaire enzyme/substrat l/200; 
40”; pH 8,0; 5 hr d’incubation) du peptide KBCN~ 

Tous ces peptides trypsiques, pepsiques et chymo- 
trypsiques ont CtC isoles, selon les techniques preddem- 
ment d&rites [ 121, par chromatographie sur Dowex 
50 et Sephadex G-50 ou G-25, suivie si necessaire d’une 
repurification sur papier par Clectrophorese ou chromato- 
graphie preparative. Leur sequence a Bte ddterminde ?I 
l’aide des methodes classiques enzymatiques et chimi- 
ques: degradation par les exopeptidases (carboxypep- 
tidases A, B et C, leucine aminopeptidase, aminopep- 
tidase M) et les endopeptidases (telles que la pepsine 
et la thermolysine pour recouper si necessaire un pep 
tide en fragments plus petits); degradation soustractive 
d’Edman; hydrazinolyse. Cependant dans deux cas, 
nous avons eu recours a la spectrometrie de masse. 
L’elucidation de la structure primaire du decapeptide 
trypsique 1-I 0 dont l’extremite NH? -terminale est 
bloquee et qui contient en outre six residus Glx et un 
residu Asx, pouvait difficilement etre resolue a l’aide 

des methodes d’analyse classiques, mais ne posait aucun 
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Fig. 2. Determination par spectromktrie de masse de la dquence du peptide trypsique l-10. La premiere serie de pits, qui corres- 
pond aux coupures des liaisons peptidiques du fragment l-9, domre la sequence des 5 premiers rikidus. La deuxicme sdrie de 
pits qui donne la dquence des rdsidus 5 +9 rikulte de la fragmentation de la liaison N-C du rksidu asparagmyle, suivie d’une 
coupure normale au niveau des liaisons peptidiques..Ce clivage au niveau de la liaison N-C de l’asparagine (ou de l’acide aspartique) 
est similaire i celui qui a etk observe lorsde l’ktude de peptidescontenant de la tyrosine oudu tryptophane [ 15,161. Me = CDs. 

probleme en spectrometrie de masse. Apres t%mina- 
tion du residu arginyle COOH-terminal a l’aide de la 
carboxypeptidase B, le peptide residue1 l-9 a BtC 
perdeuteriomethyle ]13] et an&& au spectrometre 
de masse. La nature et l’enchainement complet des 
9 residus d’acides amines ont et6 deduits de l’inter- 
pretation (fig. 2) de deux st%ies de pits figurant sur 
le spectre de masse. 

Le second peptide analyst! au spectrometre de 
masse, apres N-acbtylation du groupe e-NH2 de la 
lysine et permethylation [ 13, 141, est le fragment 
chymotrypsique 44-50 qui etait bloque B son extre- 
mite NH2 -terminale par suite de la cyclisation du 
residu glutamlnyle 44. La sequence de ses sept residus 

constitutifs a dtC deduite de l’analyse du spectre de 
masse (fig. 3) 

3. Discussion 

La paracadine K est constituee d’une chaine pepti- 
dique de 105 residus d’acides amines: Asp 3, Asn4, 
Thr3, Ser,, PyroGlu,, Glu4, Glnr2, Pror2, Glyr , Alag, 

1/2Cys,, Vals, Met1 , Ilee., Lew , Tyra, Pheb, Lysd, 
Hiss, Trp 1, Args , bloquee B son extremite NH2 -terminale 
par un residu pyroglutamyle, ce qui explique 1’6chec de 
toutes les tentatives faites our identifier directement le 
residu NH2 -terminal de la caseine K. Nos resultats sont 
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Fig. 3. DBtermination par spectromke de masse de la sequence du peptide chymotiypsique 44-50 ac&yl& et permkthyld. 

en bon accord avec ceux, partiels, de Jolles et al. [4]: 
les 81Enents de sequence donnes par ces auteurs corre- 
spondent manifestement aux fragments 11-16, 17- 
25,31-34,64-68, l-10,25-30 et 87-105 de la 
chaine peptidique. Toutefois, les sequences proposees 
pour lea trois derniers fragments (respectivement 
Gln-Gln-Gln-Asn-Glu-Glu-Glu-Pro-Ile-Arg; 
Tyr-Ile-Pro-Ile-Tyr-Gin; Ser-Cys-. . . .-Arg- 
His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-PheOH) different de 
celles que nous avons Ctablies. 

La masse moleculaire du monomere de paracaseine 
K, calculee d’aprbs la sequence, est 12 269 daltons. 
L’hydrophobicite moyenne de la molecule, calculee 
selon Bigelow [ 171, est de l’ordre de 13 10 cal/res. La 
paracaseine K a done un caractbre nettement plus 
hydrophobe que le caseinomacropeptide dont l’hydro- 
phobicite moyenne est voisine de 1083 cal/res [3]. 
La paracadine K est caracterisee par la prCdominance 
des residus basiques, et au pH normal du lait, qui est 
de l’ordre de 6,8, elle posdde une charge nette positive 
voisine de 4,5, ce qui explique sa migration vers la 
cathode a pH alcalin. 

La chaine peptidique presente plusieurs particular- 
it&s remarquables: presence d’un residu pyroglutamyle 
en position NH2 -terminale; forte teneur (11,5%) et 
repartition uniforme des residus prolyle, ce qui limite 
les possibihtes de structure en h&lice cw; inegale reparti- 
tion des residus hydrophobes et des residus charges, 
ces derniers Ctant localisb principalement dans la 
partie NH*-terminale de la chaine peptidique; presence 
de 2 residus cysteyle situ& respectivement au voisinage 
des deux extremites de la chaine. 
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Deux points de methodologie meritent d’btre sig- 
nal&. Mentionnons tout d’abord l’intCrCt de l’anhy- 
dride maleique [ 1 l] comme agent chimique modi- 
fiant la solubilite d’un substrat: le peptide KBCN 1 
apres blocage des residus lysyle devient parfaitement 
soluble a pH 8,5, ce qui a facilite son hydrolyse par la 
chymotrypsine. Quant a la spectrometrie de masse, sa 
valeur comme methode d’analyse des peptides [ 181 
n’est plus a demontrer et l’exemple du peptide I-10 
est a cet 6gard significatifi cette methode est particu- 
lierement bien adaptee a l’etude de peptides bloques 
a leur extremite NH2 -terminale ou comportant 
plusieurs residus Glx ou Asx consecutifs qu’il faut 
identifier. 

La connaissance des structures primaires de la 

paracaline K et du cas&nomacropeptide [3], qui sont 
les deux elements constitutifs de la casCine K, devrait 
permettre de mieux comprendre le role que joue cette 
proteine dans l’edification et la stabilite des micelles 
de cas&ne. 
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