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Summary

Although 150 individual samples of milk from Italian water buffalo (Bubalus arnee) were examined by acid and alkaline gel
electrophoresis, no polymorphism was observed for a-lactalbumin and g- lactoglobulin, After isolation and purification of these
two proleins their amino acid compositions were determined and compared with those of the corresponding bovine proteins, The
sequence alignments of 36 and 17 amino-acids from the N-terminal ¢nds and 2 amino-acids from the C-terminal ends of buftale
olactalbumin and g-lactoglobulin, respectively, have been established. Qur results indicate that buffalo a-lactalbumin differs from
its cow B counterpart by a substitution Asn/Gly at position 17 and by another substitution, likely Glu/Gin or Asp/Asn, at an
unknown position. Buftalo g-lactoglobulin is hoemologous to the bovine B variant. Three substitutions differentiate the two pro-
teins: Ile/Leu and Val/lle at positions 1 and 162 respectively; a further one, Gln/Iie, has not yet been located. According to these
results the B variant of bovine g-lactogiobulin might be the wild type of the Bos genus.

1. Introduction

Au cours d’études visant 4 étudier le déterminisme
géndtique des protéines du lait de vache (Bos fausus)
et de zébu (Bos indicus) Aschaffenburg [1] et
Grosclaude et al. [2] ont montré la présence dans ces
deux espéces de 2 variants génétiques prédominants

(A et B) de la B-lactoglobuline qui, selon toute vraisem-

blance, différent par la méme substitution Asp/Gly en
position 64 de la chaine peptidique. 1’étude de la
fréquence des deux alléles dans les différentes espéces
et races étudiées ne permet pas de savoir quel est le
variant primitif. Poursuivant nos recherches concern-
ant la structure primaire des protéines du lait, il

nous a paru intéressant de caractériser les protéines
du lactosérum de buffle. Nous espérions, par I'étude
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d’un genre voisin du genre Bos, pouvoir caractériser le
type sauvage de la §-lactoglobuline bovine. D’autre
part, nous désirions savoir si I'a-lactalbumine de
buffle, qui migre, en électrophorése & pH alcalin, au
niveau du variant A bovin, correspondait i ce variant,
trés rare dans le genre Bos. Le buffle, et notamment
'espéce Bubaius arnee i laquelle appartient le buffle
italien, fait, comme le genre Ros, partie de la tribu
des Bovinae, mais appartient a un groupe différent: il
ne peut &tre croisé avec les bovins et les zébus qui sont,
eux, interfertiles. Les genres Bos et Bubalus ont
divergé vers le milieu du miocéne, bien avant Pappari-
tion des espéces du genre Bos [3].

Dans ce travail, nous avons tenté de localiser, dans
les séquences de Pa-lactalbumine et de la f-lacto-
globuline du lait de buffle italien, les substitution
d’acides aminés qui les distinguent des protéines homo-
logues du lait de vache, dont les structure primaires
complétes sont connues [4,5].
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2. Materiel et methodes

Cent cinquante échantillons de laits individuels ont
été prélevés dans 7 élevages de la province de Caserta
(Italic). Aprés écrémage, le lactosérum a été obtenu
par précipitation isolélectrique des caséines, Un lait
individuel a été utilisé pour la préparation de
Po-lactalbumine et de la §-lactoglobuline selon Jes
technigues d’Aschaffenburg {6] et de Fox et al. [7]
respectivement, suivies de chromatographies, sur
DEAE-cellulose dans le premier cas [8], sur CM-
cellulose duns le second selon Richardson et al. [9],
mais en "absence d’urée et de 2-mercuptoéthunol.

Les électrophoréses en gel ’amidon ont été
réalisées a pH 8,6 [10} et 2 pH 3,0 [11].

L’e-lactalbumine (fraction 3, figs.] et 2)
et 1a B-lactogicbuline (fig.2) purifides ont ¢té carboxy-
méthylées, dialysées ¢t lyophylisées. Les analyses
d’acides aminés ont €1é effectuées apres hydrolyse
sous vide par HC1 5,7 N 4 110°C pendant des temps
de 24, 48 et 26 h. Un analyseur d’acides aminés
Beckman *Multichrom’ a été employé (une seule
colonne; 3 tampons d’élution; durée d’analyse:
3h 20). Le tryptophane a été dosé selon Spies [12]
et les acides sialiques selon Warren [13].

Les enchafnements C-terminaux ont été déterminés
i Paide de la carboxypeptidase A utilisée 4 3 pH
différents (5,4; 8,5 et 9,2) et de la carboxypeptidase
B utilisée 4 pH 8,5.

FEBS LETTERS

April 1976

La séquence N-terminale des protéines carboxy-
méthylées (environ 10 mg) a été déterminée i Paide
d'un *Séquencer’ Beckman 890 en utilisant un
programme ‘Diméthylbenzylamine’ [14].

Les thiazolinones recueillies étaient converties en
leurs dérivés hydantoines qui étaient extraits de la
phasc aqueuse par 'acétate d’éthyle. Ces dérivés
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Fig.2. Tilectrophorése des protéines purifides utilisées dans
cette ¢tude. Gel.d’amidon; tampon Tris-citrate pH 8,6; urée
7 M; 2-mercaptoéthanol 37%; 4°C; 16 h. (1, 2, 3) Fractions

1, 2, 3 de la chromatographie représentée dans 1a fig. 1. La
fraction 3 («-lactalbumine) a ¢té utilisée; (4) g-lactoalobuline
purifiée; [5] lactosérum total.
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Fig.1. Diagramme d’élution de Pa-lactalbumine de buffle. 2.5 g de préparation brutc; DEAE-cellulose microgranulaire, Whatman
DE-32; colonne de 7 X 17 cm; tampon Tris 0,01 M, pH 7,2, fractions de 35 ml; ¢lution par gradient linéaire de molarité en NaCl

(030,25 M;2X 51).
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étaient identifiés, aprés silylation, par chromatographie
en phase gazeuse [15]. L'extrait 4 'acétate d’éthyle
était, 4 chaque stade, examiné par chromatographie
sur cauche mince [16] . Pour identifier 1a PTH-Arg et
la PTH-His dans la phase aqueuse, le réactif i la
phénanthréne quinone et le réactif de Pauly ont été
utilisés respectivement.

3. Resultats et discussion

Aucun polymorphisme n’a été observé pour
I'e-lactalbumine et la 8-lactoglobuline dans les 1350
échantillons analysés. La mobilité électrophorétique
de la B-lactoglobuline est identique a celle du variant
B bovin, & pH alcalin ou acide. Par contre, I’ a-lactal-
bumine, qui posséde la mobilité du variant A bovin
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4 pH alcalin, comme plusieurs auteurs 'avaient déja
noté [17—20], migre au niveau du variant B 4 pH
acide.

La composition en acides aminés de 1'a-lactal-
bumine de buffle (tableau 1) est identique & celle du
variant B bovin, mise 4 part la présence d’un résidue
Asx supplémentaire et I"absence d’un résidu Gly. Ceci
concorde parfaitement avec les résultats d’analyse
séquentielle (fig.3) qui montrent une seule différence
par rapport au variant B bovin dans les 36 résidus de
Iextrémité N-terminale et les 2 résidus de Pextrémité
C-terminale: le remplacement d’un résidu Gly par un
résidu Asn en position 17. 1l est 4 noter que les
3 e-lactalbumines dont la séquence compléte est
connue (celles du boeuf, de Phomme et du cobaye)
ont un résidu Gly en position 17, comme le lysozyme
humain [21,22]. Par contre cette position est occupée

Tabicau |
Composition en acides aminés de e-lactalbumine ct de la g-lactoglobuline de buffle

a-Lactalbumine g-Lactoglobuline
Acide _ Chittre B
aminé R retenu  a R a b c
Asp 21,68 22 21 14,73 15 15 15
Thr 7,09 7 7 7,15 8 8 8
Ser 6,83 7 7 6,82 7 7 7
Glu 12,76 13 13 25,83 26 25 25
Pro 1,89 2 2 8,31 8 8 8
Gly 5,09 5 6 4,21 4 4 4
Ala 2,91 3 3 15,02 15 15 15
SCM-Cys 7,64 8 8 4,96 s 5 5
Val 5,89 6 6 10,04 10 10 9
Met 1,16 1 1 3,88 4 4 4
lle 8,12 8 8 9,15 9 9 i0
Leu 13,05 13 13 20,97 24 22 22
Tyr 4,02 4 4 3,87 4 4 4
Phe 3,71 4 4 4,36 4 4 4
Trp 4,13 4 4 1,93 2 2 2
Lys 11,96 12 12 15,19 15 15 15
His 3.21 3 3 2,12 2 2 2
Aty 1,07 1 1 2,84 3 3 3
Nombre
de résidus 123 123 162 162 162

(a) chiffres déduits de 1a séquence de 'o-lactalbumine B de vache [4];

{b) selon Ambrosino et al. [24];

(c) chiffres déduits de la séquence de la g-lactoglobuline B de vache [5]; R, moyen-
ne des chiffres de 3 X 3 hydrolyses de 24, 48 ¢t 96 h. Les chiffres correspon-
dant 3 Thr, Ser, Tyr et SCM-Cys ont été extrapolés au temps 0. Les valeurs
correspondart & 96 h d’hydrolyse ont ¢té retenues pour Ala et He.
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a-lactalbumiine

H-Glu—GIn—Leu— Thr—Lys- Cys Glu—Val-Phe—Arg— Glu. Leu—Lys—Asp—Leu—Lys— Asn |-
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H- [lie |-le—Val-Thr—Met—Lys—Gly—Leu—Asn--lle—Gln-- Lys—Val—Ala--Gly Thr--Trp--
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162
— {GIn {-—-—His- |Val {-OH.
Tle e

Les résidus encadrés correspandent aux différences abservées entre les protéines de buffle et de vache.

Fig.3. Elémenis de séquence de Pa-tactalbumine et de la g-lactoglobuline de buffle.

par un résidu Asn dans la plupart des lysozymes
aviaires qui ont été étudiés. En position 10, I'e-lactal-
bumine de buffle posséde un résidu arginyle comme le
variant B bovin. Rappelons que le variant A, qui est
trés rare et se rencontre surtout chez le zébu, posséde
un résidu Gln en position 10 [23]. On peut donc
penser que I'a-lactalbumine de buffle correspond au
variant B bovin. Néanmoins ces deux protéines n’ont
pas la méme mobilité & pH alcalin (différence corres-
pondant 4 une charge), bien que leurs mobilités soient
identiques 4 pH acide. Ceci indique que Ya-lactal-
bumine de buffle posséde une charge négative supplé-

mentaire provenant d’un résidu glutamyle ou aspartyle.

Au vu des compositions en acides aminds des protéines
correspondantes, on peut penser qu’elles différent par
une seconde substitution, Glu/Gln ou Asp/Asn, qui
n’a pas été Jocalisée. La fraction 3 analysée conticnt

une faible quantité d'acide sialique (0,15 M /18 000 g).

La fraction 2 (figs.1 et 2), en cours d’etude,
ne contient pas d’acide sialique et présente une
composition en acides aminés proche de celle de la
fraction 3.

La composition en acides aminés de la g-lacto-
globuline de buffle (tableau 1) est voisine de celle
rapportée par Ambrosino ct al. [24]. Comparée i
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celle de la f-lactoglobuline bovine elle n’en différe que
d’une unité pour les résidus lle, Leu, Glx et Val. La
séquence C-terminale déterminée, —His—Val-OH, est
identique a celle trouvée par Ambrosino et al. Elle
correspond 4 celle des S-lactoglobulines de brebis et
de chévre [24]. Chez la vache, un résidu isoleucyle a
été trouvé cn pasition C-terminale [4]. Parmiles 17
acides aminés de I'extrémité N-terminale, scul le pre-
mier résidu, lle, est différent de ce que 'on observe
pour la f-lactoglobuline B bovine (Leu). 1l est a noter
que Liberateri et al. [19] avaient trouvé, comme
résidus N-terminaux de la S-lactoglobuline de buffle,
aussi bien d’ailleurs que pour les protéines correspon-
dantes de chévre et de brebis, des quantités & peu prés
ggales de Leu ct lle (environ 0,6 M/M de protéine).
Ceci g'explique vraisenmblablement par une épimérisa-
tion partielle de I'isoleucine que Fon observe fréquem-
ment avec 1a méthode de Stark et Smith [25]. L’alloiso-
leucine peut facilement éire confondue avec la leucine
sur I'analyseur d’acides aminés. La compilation des
résultats de analyse séquentielle (fig.3) et de 'étude
de la composition en acides aminés semble indiquer
que la f-lactoglobuline de buffle et le variant B ne
différent que par 3 substitutions: Jlefleu (Position 1),
Glx/Ile; Val/Ile (position 162). Le résidu Glx mentionné
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est cerlainement un résidu Gln au vu de 1a comparaison
des mobilités électrophorétiques des deux protéines.
La présence d’un résidu Asn en position 9 correspond
a ce qui a été observé par Grosclaude ct al. chez la
vache [26] et est en désaccord avec les résultats de
Braunitzer et al. [5]. Selon toute vraisemblance, nos
résultats indiquent que les résidus Gly et Val se trou-
vent respectivement en positions 64 et 118, et donc
que la 3-lactoglobuline de buffle est 'homologue du
variant B bovin qui est probablement le variant
ancestral.
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