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The E variant of bovine p-casein differs from the reference PA* variant by the substitution 36 Glu (PA*) + Lys 
(PE). Seryl residue 35 is phosphorylated in BE as in PA*. The variant /3E can be compared to the variant PC which 
also differs from PA2 by a Glu --t Lys substitution. However, this substitution then affects the position 37, and, in 
this case, the seryl residue 35 is not phosphorylated. These observations tend to support the existence of the phos- 
phorylation code of bovine caseins as postulated by Mercier et al. [ 11. 

1. Introduction 

Le variant E de la caseine 0 bovine a BtC decouvert 
par Voghno dans la race Piedmontaise italienne [2]. 
Ce variant, dont la frequence est tres faible (0,001 a 
0,002 environ), migre, par Clectrophorese en gel alcalin, 
entre les variants /3B et PC; en gel acide, il migre comme 
le variant PA’ (et non pas comme L variant PB, ainsi 
qu’il a CtC rapporte par Voglino). 

Nous avons precedemment identifie les alterations 
qui differencient les variants A’ , A*, A3, B et C de la 
caseine /3 bovine [3]. L.e travail qui fait I’objet de la 
prtsente note visait i caracteriser, de la m&me man&e, 
le variant /3E. I1 se trouve que l’etude de ce variant 
apporte un nouvel Clement tendant a confirmer 
l’existence du code de phosphorylation des caseines 
bovines propose par Mercier et al. [I]. 

2. MatCriel et mithodes 

La caseine /3E a ete obtenue dans un Ctat de purete 
satisfaisant aprbs deux chromatographies sur colonne 
de DEAE-cellulose [4], A partir de la caseine entiere 
provenant du lait d’une vache de race Piedmontaise 
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italienne, heterozygote au locus /%Cn, et de genotype 

P-CnA2//3-CnE. 
Toutes les techniques utilisees dans ce travail ont 

CtC d&rites precedemment: Clectrophoreses et chro- 
matographies sur papier, chromatographies sur colon- 

nes de resine Dowex ou de Sephadex, dosage des 
acides amines, dosage du phosphore, hydrolyse par la 
trypsine [5] ; hydrolyse par les exopeptidases [6] ; par 

la phosphatase alcaline [7] ; par le bromure de cyano- 
gene [8]. Hydrolyse menagee pour mise en evidence 
des phospho-aminoacides [ 11. 

Les principes de la nomenclature utilisee pour 
designer les peptides ont Cgalement deja CtC precises 

[51- 

3. Rkultats 

Environ 500 mg de caseine /3E ont CtC hydrolyses 
par le bromure de cyanogene (CNBr), et l’hydrolysat 
ainsi obtenu, chromatographie sur colonne de Sepha- 
dex G-50 en acide formique 70 vol p. 100, en suivant 
pour l’essentiel, le protocole de Ribadeau-Dumas 
et al. [9]. LB peptides CNBr ont CtC repurifies, soit 
par chromatographie sur colonne de Sephadex G-25 
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en milieu acide, soit par electrophorese ou chromato- 
graphie preparative sur papier. La composition en 
acides amines et phosphore de ces peptides CNBr est 
identique a celle des peptidcs homologues de fl A* [9], 
i l’exception de celle du peptide f3ECNl: ce peptide 
comporte en effet 5 residus lysyle (valeur observee: 
4,72), au lieu de 4 dans le peptide f3 A* CNl. En 
contrepartie, les valeurs obtenues pour la serine, 
I’acide glutamique et la proline seraient, dans chaque 
cas, compatibles avec la perte d’un residu, mais, 
compte-tenu de la difficult6 d’obtenir une bonne 
composition pour le peptide PCNl [7,9] les differen- 
ces observees ne peuvent, a ce stade, etre considerees 
comme concluantes. 

Le peptide /I ECNl a ete rccoupd par la trypsine (10 
pmoles; E/S: I/ 150; 4O’C; 2 heures 30) et l’hydrolysat 
ainsi obtenu, chromatographie sur colonne de Dowex 

AGSOWX2, en suivant le m&me protocole que pour 

f3 A* CNl [IO]. Les peptides trypsiques de f3 ECNl ont 
ensuitc dte repurifies, soit par chromatographie sur 
colonne de Sephadex G-25, soit par electrophorese 
preparative sur papier. La composition en acides 
amines des peptides ainsi purifies est identique i celle 
des peptides trypsiques de fi A* CNl a une exception 
pres: le peptide homologue de /3 A2 CNlT3 (identique a 

f3 A2 T3A) manque, ct est remplace par les deux 
peptides suivants, issus respectivement de la quatrieme 
ct de la sixibme fraction de la chromatographie: 

q t __- f3A2CNlT3 : /3A2T3A l 

35 40 

PECNlT4: Asx,2,11 [2]; Thr, 0,77 [l]; Glx, 6,68 

[7] ; Leu, 1,29 [l] ; Lys, 0,83 [I] 
PECNlT6: Ser, 0,73 [l] ; Glx, 1,09 [ 1] ; Phe, 1,05 

[ll;LYs,o,97 111. 

L’hydrolyse menagee du peptide f3 ECNlT6 
lib&e de la phosphoserine, identifiable par Clectro- 
phorese sur papier. L’ensemble des resultats ainsi 

obtenus, ainsi que les resultats d’hydrolyse de 
f3ECNlT6 par les exopeptidases (apres dephosphoryla- 
tion, pour la CPB et la CPA) montrent clairement que 

PECNlT6 et PECNlT4 correspondent, dans PE, a 
l’element de sequence represente dans f3Az par le 
peptide CNlT3, et que f3E differe de PA* par la sub- 
stitution 36 Glu (@A*) + Lys (PE). (fig. 1). 

Ce resultat rend parfaitement compte du com- 
portement du variant /3E en Clectrophorese: a pH 8.6, 
PE posdde, globalement, 2 charges negatives de 
moins que PA2 (contre 1 pour f3B et 3,.5 pour PC): a 

pH 3,0, il possede une charge positive de plus, et doit 
done bien migrer comme PA’ 

4. Discussion 

Les 3 especes principales de caseine bovine, les 
,. 

casemes as,, fl et K sent des phosphoproteines dont la 

sequence de reference comporte respectivement 8, 5 
et 1 residu phosphodryle [ 1, 11, 121. Mercier et al. 
[ 1 ] ont remarque que dans les caseines (Y~ 1 et /3, tous 

les residus phosphoseryle sauf un (residu 75 dans (Y,, ) 
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PA2 . . Lys-Phe ~Gln~S~r~~Glu-~Glu~Gln--Gln-Gln-Tl~r-Glu-Asp-Glu--~u-Gln-Asp-Lys-lle . . 
P 

- /L 

+___ PECN 1 Tb_-+ A /3ECN I T4 p___, 

35 40 45 

/3E . . . L,ys-Phe~~ Gln--Serr Lys-Glu Gln--Gln-Gln- Th-Glu--Asp-Glu--Leu-Gln-Asp-Lys-Be . . 
6 

Fig. 1. Localisation, dans la skqucnce dc la casiine p bovine de la substitution 36 Glu + Lys qui diffhrencie le variant DE du variant 

DA’. En haul: dl6mcnt dc sdquencti de pAZ (rksidus 32 i 49); cn bas: dldment de sequence homologue dc PE. -, acide amin 

libfrd par la leucine aminopeptidasc; _, acide aminb lib&6 par les carboxypeptidases A ou B. 
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35 
PA’: . . . Plre-Gln-Ser-Glu-Glu-Gln . . _ 

P 

pc: . . . Phe-Gln-Ser-Glu-Lys-Gln 

/3E: . . . Phe-Gln-Ser-Lys-Glu-Gln . . . 
P 

Fig. 2. Elements de sequence, amour du residu seryle 35, 
dam le variant de reference PA2 et dans les variants PC et PE. 
La substitution Glu + Lys s’accompagne de la disparition 
du groupement phosphate du residu seryle 35 lorsque cette 
substitution affecte le residu 37 (variant PC) et non lorsqu’elle 
affecte le residu 36 (variant PE). 

Ctaient suivis, deux positions plus lion dans la chaine 
polypeptidique, par un residu glutamyle ou un autre 

residu phosphodryle; cette observation conduisait a 
supposer l’existence d’un ‘code de phosphorylation’ 

selon lequel serait phosphoryle tout residu seryle I 
en position n - suivi en position n + 2 d’un residu 
glutamyle ou d’un residu deja phosphoryle. Nous 
avons, depuis, rectifie une erreur portant sur la 
sequence au voisinage du residu seryle 75 de la caseine 

osl qui est bien, en fait, lui aussi suivi deux positions 
plus loin par un residu glutamyle [ 131 ; il n’y a done 

plus d’exception, dans les caseines osl et /3 a la regle pro- 
posCe par Mercier et al. [l] . Dans la caseine K, par 

contre, si le seul residu phosphoryle rtpond bien 
tgalement a cette regle, il existe par ailleurs, dans le 

caseino-macropeptide, un residu seryle et 4 residus 
threonyle qui devraient dtre phosphoryles et qui ne 
le sont pas [ 141. Mais il a CtC suggCrC que la phospho- 
rylation de ces residus est rendue impossit)e par une 
glycosylation du caseino-macropeptide, affectant une 
partie au moins de ces residus, et survenant avant la 
phosphorylation [ 141. 

L’Ctude de deux variants Clectrophoretiques’des 
. . 

casemes czsl et 0, as, D et DC, semble apporter des 
arguments en faveur du code propose par Mercier 
et al. [l] . En effet, le variant os, D se caracterise par 
l’apparition d’un residu phosphothreonyle en posi- 
tion 53 (au lieu d’un residu alanyle); or la position 55 

est occupee par un residu glutamyle; a l’inverse, le 
remplacement dans le variant PC du residu glutamyle 

37 de la sequence de reference (PA’) par un residu 
lysyle s’accompagne de la dephosphorylation du 
residu stryle 35 (fig. 2) [3]. 

L’inter&t present6 par le variant PE decoule du 
rapprochement que l’on est amen6 a faire entre PE 
et /3C. Ces deux variants different en effet tous deux 
de PA2 par la m&me substitution Glu --f Lys: or cette 

substitution s’accompagne de la dephosphorylation 
du rCsidu sCryle 35 lorsqu’elle affecte la position 37 
(PC) mais non pas lorsqu’elle affecte la position 

36 @E) (fig. 2); on peut done voir, dans les caract& 
ristiques du variant PE, un nouvel ClCment tendant A 

confirmer l’existence du code de phosphorylation des 
caskines bovines proposk par Mercier et al. [ 11. 
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