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I n  previous reports [l-51, we have described some of the features of the primary structure 
of bovine oL,l-casein. In  the present work, the complete amino acid sequence has been 
established and the salient features of this phosphoprotein have been discussed. 

I n  the polypeptide chain, the region containing the phosphopeptides Tml (Ti -T2), TmlT2 
and TmlTl [1,4,5], had only been shghtly studied as yet. Because of the difficulties encountered 
in the breakdown of these phosphopeptides, hydrolysis with endopeptidases and exopeptidases 
were performed on both native and dephosphorylated peptides. 

It was confirmed that peptide TmlT2 contains three hydroxy-amino acids ( 2  Ser, 1 Thr), 
but, instead of three [l], two phosphorus atoms were found with purified preparations. Partial 
acid hydrolysis and dephosphorylation using an orthophosphoric-monoester phosphohydrolase 
indicate that the two seryl residues in this peptide are 0-phosphorylated. The remaining gap in 
the sequence of the central part of peptide TmlT2 was bridged by studying two fragments 
obtained by papain digestion of the dephosphorylated preparation. 

Instead of four serines, postulated earlier from the results of the amino-acid composition of 
peptide TmlTl [I], five were shown to be present after detailed analysis of the fragments. Since 
the five phosphate groups could be readily removed by an orthophosphoric-monoester phospho- 
hydrolase, the five seryl residues could be 0-phosphorylated. The fragments obtained after 
hydrolysis with thermolysin of both native and dephosphorylated peptide TmlTl were further 
degraded using classical methods for the determination of the amino acid sequence. 

In  the light of all the results obtained on this phosphoprotein (a,l-casein B), the total 
number of amino acid residues has been corrected to 199, instead of 198, as reported previously 
[l-51, and the molecular weight has been calculated to be 23616. The following amino-acid 
composition; Asp,, Asn,, Thr,, Ser,, SerP,, Glu,,, Gln,,, Pro,,, Gly9, Ma,, Val,,, Met,, Ile,,, 
Leu,,, Tyr,,, Phe,, LysI4, His,, Trp,, Arg,, indicates that there is a higher number of acidic 
than basic residues in this protein. On the basis of the intrinsic dissociation constants of 
titratable groups in proteins [6], the negative net charge of the molecule was estimated to be 
22 at pH 6.5 and 28 at  pH 8.6. Since Bigelow’s parameter for the average hydrophobicity [7] of 
this protein is 1170, it could be considered to be a hydrophobic protein. The high amount (8.50/,) 
and uniform distribution of prolyl residues indicate that this protein has limited structural- 
coiling possibilities. 

The polypeptide chain contains three hydrophobic regions, viz. 1-44,90-113 and 132-199. 
The fist two are characterized by the fact that basic residues predominate over acidic residues. 
The third region, where most of the aromatic residues are located, contains very few basic 
residues and is therefore of more acidic character. 

Two regions, 45-89 and 114-131, are hydrophilic. The former contains more than half of 
the total acidic residues, in particular seven of the total eight phosphoseryl residues. Another 
remarkable feature is the concentration of amino acids with carboxylic side chains, particularly 
glutamic acid, in the vicinity of two clusters of phosphoseryl residues. It may be noticed that the 
phosphoseryl residues in oLsl-casein are arranged in a manner similar to those in /?-casein [a]. 
In particular, in Ly,l-casein, the 62-70 region containing four phosphoseryl residues, is similar 
to the 13-21 region in B-casein[8]. It is interesting to point out that all but one of the 
phosphoseryl residues always occur in position n with relation to a glutamyl or a phosphoseryl 
residue, which is in position n + 2.  From this, it would appear that there is an enzymatic 
phosphorylation of the polypeptide chain (carried out by 8 phosphoryl kinase which may require 
a negative charge in the phosphorylation site) rather than a direct incorporation of phospho- 
serine into the polypeptide chain during protein synthesis. The location of the amino-acid 
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substitutions that characterize the orsl-casein D and the ,&casein C variants has provided evidence 
for an enzymatic phosphorylation of casein [9]. The problem of the phosphorylated sites in 
aSl- and @-caseins will be discussed in a forthcoming paper. The repeating amino-acid sequences 
located in the two regions of orsl-casein, viz. 70-84 and 110-125, are also of interest. 

The primary structure of orsl-casein given here is that of the genetic variant B. The three 
other variants A, C and D have also been studied. The C and D variants differ from the B 
variant by the substitutions of Gly/Glu in position 192 [lo] and ThrPIAla in position 53 [9], 
respectively. The A variant is characterized by a deletion of thirteen amino-acid residues from 
position 14 to position 26 in the hydrophobic NH,-terminal part of the polypeptide chain [ll]. 
Because of this deletion, there is an important change in the physico-chemical properties of 
orsl-casein [12,13]. 

Some important features of the amino-acid-sequence determination should be noted. Firstly, 
the great value of maleic anhydride as a reversible-blocking reagent for amino groups of 
proteins [la], and the usefulness of thermolysin as a specific enzyme for degrading polypeptides 
[15]. Secondly, the difficulties encountered during the study of the phosphopeptides: these pep- 
tides were difficult to purify since they have similar anionic characters and only react slightly 
with ninhydrin during paper revelation; other difficulties have been the high destruction of 
phosphoserine during hydrolysis with HC15.7 N, the poor yield in the substractive Edman degra- 
dation when the NH,-terminal residue is a phosphoserine, and the failure of endopeptidases 
and exopeptidases to split off peptide bonds that are close to phosphate groups. Fortunately, 
alkaline phosphatase has proved to be a useful tool for removing phosphate groups, thus 
avoiding most of these difficulties. 

Since the amino-acid sequence of orsl-casein is now known, the degradation of this protein 
by coagulating and other proteolytic enzymes during cheese ripening may be studied. In par- 
ticular, bitter peptides originating from orsl-casein may be located. As we have already briefly 
noted [4], it is obvious that one of the three bitter peptides isolated by Matoba et al. [16] from a 
tryptic hydrolysate of whole casein, was the segment 23-34 of the polypeptide chain of orsl-casein. 
In  addition, the knowledge of the primary structure will be of help in understanding many 
aspects of the relations between structure and physical properties in this phosphoprotein. 

Dans le dernier d’une s&ie de cinq articles [ 1 - 51, 
nous avons donne la sequence des acides aminhs de 
la caseine orsl-bovine (variant B) h l’exception de deux 
regions de la chaine peptidique comprises respective- 
ment entre les positions 46-52 et 61-78, et comes- 
pondant aux phosphopeptides trypsiques Tml 
(Tl-T2), TmlT2 et TmlTl [1,5]. 

Dans le present travail nous Qtablissons la sB- 
quence de ces peptides ce qui nous permet de donner 
la structure primaire complete de la caskine oral- 
bovine dont nous discuterons les principales carac- 
teristiques. 

Ce travail fera I’objet d’une Thbse de Doctorat d’Etat 
(J.-C. Mercier), Universith, Paris VII. 

Abbrhvviations non usuelles. Glx et Asx, respectivement 
acide glutamique ou glutamine et acide aspartique ou aspara- 
gine. Met*, mbthionine presente sous la forme homosbrine - 
homosbrine lactone. SerP, phosphosbrine ; ThrP, phospho- 
thrbonine. Peptides (( CNBr )), peptides obtenus par action du 
bromure de cyanogbne. TPCK, ~-1-tosylamid0-2-phBnyl- 
ethyl chlorombthyl &tone. 

Enzymes. Trypsine (EC 3.4.4.4) ; a-chymotrypsine (EC 
3.4.4.6); pepsine (EC 3.4.4.1); papaine (EC 3.4.4.10); thermo- 
lysine (EC 3.4.4.-); phosphatase alcaline (EC 3.1.3.1); 
leucine aminopeptidase (EC 3.4.1.1); carboxypeptidase A 
(EC 3.4.2.1); carboxypeptidase B (EC 3.4.2.2). 

U T a R I E L  ET MaTHODES 
Matdriel 

La prbparation, B partir de la casbine aslB, des pep- 
tides trypsiques et CNBr servant de materiel de depart 
dam ce travail, a 6th decrite precedemment [1,3]. 

Les enzymes utilishs sont les suivants: trypsine 
(Worthington TRL 7AA, 2~ cristallishe) traitbe au 
TPCK selon Kostka et Carpenter [17]; pepsine 
(Worthington PM, 2 x cristallis6e) ; a-chymotrypsin 
(Worthington CDI.7CD’ 3 x cristallishe) ; papaine 
(Worthington PAP 8 FA, 13 U/mg); thermolysine 
(Merck, cristallis&e, 6000 PU/mg) ; phosphatase al- 
caline (Worthington BAPC-OCB, 10 mglml); leucine 
aminopeptidase (Worthington LAP DFP, 5,9 mg/ml) ; 
carboxypeptidase A (Worthington COA DFP, 50 mg/ 
ml); carboxypeptidase B (Worthington COB DFP, 
2,9 mglml). 

L’origine des autres produits eat la suivante: 
isothiocyanate de phbnyle, Fluka, redistill6 ; acide 
trifluorac&ique, Eastman; Dowex AG50 W-X2, 
200-400 mesh, Biorad; Sephadex, Pharmacia. 

Mdthdes 
Hydrolyses enzymatiques. Les conditions g6ntSrales 

d’hydrolyse des peptides par les endopeptidases ont 
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Bt6 decrites precedemment : trypsine [I] ; or-chymo- 
trypsine et pepsine [2] ; thermolysine [18] ; papdne 
[ 191. Les conditions particulitres (quantite de peptide, 
rapport enzyme-substrat, duree de la reaction, etc.) 
seront precisees dans chaque cas. 

En ce qui concerne les exopeptidases [2], le volume 
de la preparation commerciale employe a BtB rap- 
port6 B 0,l pmol de peptide, et les rbsultats ont &(? 
exprimes en moles d'acides amines lib&& par mole de 
peptide. Dans certains cas, nous avons Bt6 amen&, 
pour obtenir la liberation de residus aspartyle ou 
glutamyle, B faire agir la carboxypeptidase A B pH 

Dans le cas de la phosphatase alcaline, le peptide 
est dissous dans du tampon (NH,),CO, 0,2 M, CaCl, 
0,001 M, pH 8, ou du tampon Tris 0,05 M, CaC1, 
0,001 M, pH 8. AprAs ajustement Bventuel du pH B 
8 on ajoute 20 pl d'une preparation commerciale de 
phosphatase alcaline par pmol de peptide. La r6ac- 
tion est effectuee B 38 "C pendant 18 h environ. Aprhs 
dessication, le peptide dephosphorylk (un contr8le 
du phosphore libere est effectui: sur une partie ali- 
quote) est redissous dans un tampon approprii: it 
l'action d'une endopeptidase : papabe, thermolysine, 
etc. 

Hydrolyse acide mknugde. La technique a 6th 
indiquee precedemment [5]. Dans certains cas, notam- 
ment pour mettre en evidence la presence de phos- 
phoserine et phosphothrkonine, l'hydrolyse a 6th 
effectuee b 80 "C au lieu de 40 "C. 

Skparation des peptides. La separation des peptides 
a Bt6 effectuee par chromatographie sur Sephadex, 
et  Blectrophorbe ou chromatographie sur papier, 
selon les techniques precedemment decrites [I]. Les 
details experimentaux seront precis& dans les 
legendes des figures. 

Dosage des acides aminb.  La technique de dosage 
a d6jA BtB decrite [l]. Les rksultats sont donnes sous 
forme de rapports molaires des acides amin6s. Les 
valeurs de la shrine et de la thrdonine ont 6th corrigees 
respectivement pour loo/, et 5 O / ,  de destruction aprks 
une hydrolyse de 24 h. Les valeurs infhrieures t i  0,l 
ne sont pas mentionnbes. 

Dosage du phosphore. Ce dosage a 6ti: effectue 
selon la technique de Fiske et Subbarov modifibe par 
Bamann et al. [20]. 

Diggradation soustractive d'Edman. La technique 
utilisee est exposee en detail dans une publicatpion 
anterieure [2]. 

Nomenclature des peptides. Les peptides ont B t B  
design& selon le traitement enzymatique ou chimique 
ayant permis leur obtention. C = a-chymotrypsine; 
P = pepsine; Pa = papai'ne; T = trypsine; 
Tm = trypsine employee sur un substrat mal6yli:; 
Th = thermolysine ; CN = bromure de cyanogene ; 
p =r designe un pept,ide dephosphorylb i l'aide de la 
phosphatase alcaline. 

5,4 ~41. 

RGSULTATS 
BTUDE DU PEPTIDE Tml (Tl-T2) 

(Asx,, Thr, Ser,, Glx,, Pro, Gly, Ala,, Val,, Met,, 
Ile,, Lys)-(Gln, Glu)-Lys. (Annexe, Tableau 1).  Ce 
peptide a Bt6 is016 L partir d'un hydrolysat trypsique 
de caseine or,lB non mal6yl6e [I]. Les resultats de 
l'hydrolyse par les carboxypeptidases A et B indi- 
quent la sequence COOH-terminale (Gln,Glu)-Lys. 
La glutamine et l'acide glutamique &ant presents 
en Bgale quantit6, ceci sugghe l'enchainement Gln- 
Glu-Lys car les rbsidus dicarboxyliques sont plus 
difficilement lib&& que la glutamine B pH alcalin. 

Hydrolyse par la trypsine (rapport molaire en- 
zymelsubstrat: 1/25; pH 8;  40 "C; 8 h), ce peptide se 
scinde en 2 fragments qui ont Bt6 separes par chro- 
matographie sur Sephadex G-25 en milieu acide 
acbtique 30 v01.-~/, (Annexe, Fig. 1). Ces 2 fragments 
sont respectivement identiques aux peptides TmlTl 
et TmlT2 obtenus par hydrolyse trypsique du peptide 
Tml [I]. 
TmlT2: (Asx,,Thr,Ser,,Glx,,Gly,Ala,Met,Ile,)-Lys. 
TmlTl : (Asx,Ser,,Gllx,,Pro,Ala,Val,,Met,Ile,)-Lys. 

Ces 2 peptides representent respectivement les 
parties NH, et COOH-terminales du peptide Tml 
(Tl-T2) [5].  

I~TUDE DU PEPTIDE TmlT2 
Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Ala- 

Met-Glu-Asp-Ile-Lys (Fig. I ; Annexe, Tableau 1). 
Rappelons que le phosphopeptide TmlT2 trait6 

par le bromure de cyanogkne fournit 2 fragments, 
TmlT2CN1 et TmlT2CN2, qui ont Btb separes sur 
colonne de Sephadex G-25, et dont la sequence a 
BtB Btablie partiellement ou en totalit6 [4]. 

I I 
P P 

TmlT2CN2. Glu-Asp-Ile-Lys. 
TmlT2CNl. [Asp-Ile-Gly-Ser(Asx,Thr,Ser,Glx,), 

Ce dernier peptide nous a servi de materiel d'btude. 
P,]-Ala-Met*. 

Dktermination des rksidus 
d'acides aminks phosphoryMs 

Le dosage du phosphore effectue sur trois parties 
aliquotes du peptide TmlT2CN1 repurifi6, donne une 
valeur moyenne de 2,26 atomes de phosphore par 
mole de peptide. Le peptide TmlT2 contient donc 
2 atomes de phosphore et non pas 3 comme nous 
l'avions mentionni: anterieurement [ 11. Cette sur- 
estimation resultait vraisemblablement d'une 16gtx-e 
contamination de Yechantillon TmlT2 par le peptide 
TmlTl qui possBde 5 atomes de phosphore. 

Ceci suppose, en admettant que le phosphore est 
sous forme monoester orthophosphorique, que l'un 
des 2 residus s6ryle ou le residu thrbonyle n'est pas 
phosphoryl6, ce que nous avons verifit! en effectuant 
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Tml(Tl-T2) 
t ---_ 

TmlT2 TmlTl 
2- L 1- L L L I -  

c + ---- 
7 7 - 7  

TmlT2CN1 TmlT2CN2 = TmlTlP2 
L L  

4- P 

TmlT2P1 TmlT2P4 TmlT2P3 TmlTlCN2 
2 - 3  

< c- - - . ~-Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ile-Lys--Glu-Met-~ . . . 
I 

P I P  
TmlT2CNlHAl CN2 

L L L L  L L  

f ~__.____. -+ 
TmlT2CNlpPa2 TmlT2CNlpPal 

- 2 2 - 2  - 2 - 2  

--fc + 
7 - 7 7  7 

Pig. 1. S6puenw dea acidea amin6.s du phosphopeptide trypaique TmlT2. - acides amines liberes par la leucine aminopeptidase; - acides aminb liberbs par les carboxypeptidases A et B; - sequence Btablie par la methode soustractive d’Edman 

une hydrolyse acide menagbe du peptide TmlT2CN1 
(HCl concentre; 40 “C; 48 h). Deux constituants tres 
acides de l’hydrolysat ont Bt6 separes par Blectro- 
phorese sur papier B pH 4,7, puis 1’9. 

Peptide TmlT2CNlHA2. (SerP’Glu). A pH 1,9, 
ce dipeptide migre au niveau du temoin phosphoserine, 
ce qui indique la presence d’un residu phosphos6ryle. 

Peptide TmlT2CNlHAl. (SerP,,Glu). A pH 1,9, 
ce tripeptide a un caractere nettement plus anionique 
que la phosphos&rine, ce qui suppose la presence de 
2 residus phosphos6ryle. 

Une hydrolyse plus poussee du peptide TmlT2CN1 
(HC1 concentre; 80 “C; 8 h) confirme ces r6sultats. 
Dans ces conditions qui n’affectent que trbs peu des 
temoins phosphoserine et phosphothreonine, tous les 
residus constitutifs du peptide, notamment la phos- 
phoserine et la thrbonine, sont lib6rbs. 

Dkphosphorylation du peptide TmlT2CNl 
Asp-Ile - Gly - Ser - ( Asx ,Thr, Ser , Glx,) - Ala-Met * 

La presence des 2 residus phosphoseryle explique 
les difficultes rencontrees pour hydrolyser le peptide 
TmlT2 par les endopeptidases et les exopeptidases 
[4]. Ceci nous a conduit S travailler sur le peptide 
TmlT2CNl prealablement dephosphoryle par la 
phosphatase alcaline (4,5 pmol de peptide; 75 p1 
de la preparation commerciale d’enzyme; pH 8; 
38 “C; 18 h). Dans ces conditions la totaliti: du phos- 
phore est liberee comme en temoigne la valeur de 
2,2 atomes de phosphore pour 1 pmol de peptide 
trouvee lors du dosage du phosphate inorganique 
present dans le milieu en fin de reaction. 

I I 
P P 

Peptides rtkultant de l’hydrolyse 
du peptide TmlT2CN1, 

par la ppih 
Le peptide TmlT2CN1, a B t B  trait6 par la papaine 

(4,5pmol de peptide - 30p1 de la preparation com- 
merciale d’enzyme, 38 “C, 16 h) e t  l’hydrolysat chro- 
matographie sur Sephadex G-10 en milieu acide aceti- 
gue B 30 vol-o/,. Le pic principal, hkteroghe, a BtB 
fractionne par 6lectrophorBse sur papier pH 1,9. 
Seules 2 des 4 fractions ainsi obtenues ont BtB analy- 
sees. 

Peptide TmlT2CN1,Pal. Asp-Gln-Ala-Met*. Ce 
peptide represente le fragment COOH-terminal de 
TmlT2CN1,. La nature des residus Asx et  Glx a 
Bt6 precisee en hydrolysat le peptide par la leucine 
aminopeptidase, et leur enchainement deduit des 
resultats du premier stade de la degradation d’Edman. 

Peptide TmlT2CNlPPa2. Ser-Glu-Ser-Thr-Glu. 
Quatre stades de la degradation d’Edman en ont donne 
la sequence complete, la nature des 2 residus Glx 
ayant B t B  6tablie B l’aide de la leucine aminopeptidase. 

L’ensemble de ces resultats donne la sequence 
complete du peptide TmlT2. 

BTUDE DU PEPTIDE TmlTl  
Glu-Met-Glu-Ala-Glu-Ser-Ile-Ser-Ser-Ser-Glu- 

I l l  b P P P  
Glu-Ile-Val-Pro- Asn-Ser-Val-Gln-Glu-Lys. 

I 
P 

(Fig.2) Annexe, Tableau 2). 
Hydrolysb par le bromure de cyanoghe, ce pep- 

tide se scinde en 2 fragments skparbs par chromato- 
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L L L I-- 
Tml(Ti-T2) 

_ _ _  , 
TmlTl  

CN2- - - TmlTlCNlThl _ _ _  - c * 
7 7 - 7  

TmlTlCN2 TmlTlCNlTh2 

. . . . .-Glu-Met-Glu-Ala-Glu-Ser-Ile-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser-Val-Gln-Glu-Lys-. . . 
I 

P 
I I l l  

P P P P  

TmlT1CNlPTh2 TmlT1CNlPThl TmlT1CNlPTh3 TmlT1CNlpTh4 

..... 

-A 2 TmlTlCNl L L L  

< > 
7 7  

Fig.2. Sdquence des acides aminka du phosphopepttide trypsique TmlTl.  La signification des symboles eat indiqu6.e dans la Mgende 
de la Fig.1 

graphie sur Sephadex G-25 en milieu acide acetique Q 
30 v01.-~/, (Annexe, Fig.2). 

TmlTl CNZ. Glu-Met*. Ce dipeptide repr6sente 
la partie COOH-terminale du peptide CX2 dont la 
structure a Bt6 Btablie prechdemment [4]. 

T m l T l C N l .  Glu-Ab-Glu-Ser-Ile-Ser-Ser-Ser- 

Glu-Glu-Ile-Val-Pro- Asn-Ser-Val-Gln- Glu-Lys. 
I 

P 
La sequence de ce peptide a Bt6 Btablie partiel- 

lement d’apres les r6sdtats de sa degradation par les 
exopeptidases et la mbthode d‘Edman, soit Glu-Ala- 
(Asx-,Ser,,Glx,,Pro,Val,,Ile,,P,)-Glu-Lys. 

Elle a BtB &lucidbe en htudiant les fragments rhsd- 
tant de son hydrolyse par la thermolysine et la 
chymotrypsine. 

Dktermination des rhidus 
d’amino-aeides phosphorylh 

La valeur moyenne de trois dosages de phosphore 
effectues sur le peptide TmlTlCNl est de 5,36 
atomes par mole de peptide. Ce chiEre tres proche de 
celui trouve prbc6demment pour le peptide TmlTl [l] 
confirme la presence de 5 groupements phosphate 
dam ce fragment. Xi Yon se refere 8. la composition en 
acides amines des peptides TmiTi et TmlTlCNi, ceci 
supposerait la presence de 5 atomes de phosphore 
pour 4 shines. En fait, l’analyse des fragments du 
peptide TmlTlCN1 montre sans ambiguYt6 que le 
nombre de residus seryle a 6tk sous-estim6 d’une 
unit6. 

Le peptide TmlTlCN1 contiendrait donc 5 
r6sidus phosphoseryle si l’on admet que le phosphore 

est sous la forme d’esters ortho-monophosphoriques 
des residus s6ryle. Le fait que la totaliti! du phosphore 
soit libkrhe par la phosphatase alcaline semble le con- 
firmer, car cet enzyme est une orthophosphomonest6- 
rase. 

La presence de ces phosphoserines a 6th v6rifXe 
en soumettant un hydrolysat acide menage de Tml- 
TICK1 (HC1 concentre, 80 “C, 6 h) Q une 6lectropho- 
rese sur papier A pH 1’9. 

Peptides rdsultant de l’hydrolyse 
du peptide T m l T l C N l  

par la thermolysine 
L’hydrolyse de ce peptide par la thermolysine 

(4.8 pmol de peptide, 200 p.1 d‘une solution de thermo- 
lysine A 2 mglml, 40 “C, 24 h) donne 3 peptides prin- 
cipaux, separes sur papier par chromatographie dans 
le solvant butanol- pyridine- acide achtique-eau, 
puis Qlectrophorhe Q pH 1,9. 

Seuls 2 de ces peptides ont QtQ analysks. Le troi- 
sieme, Q caractere fortement anionique, n’a pas 6th 
ktudii: en raison de la pr&sence de plusieurs r&sidus 
phosphosQryle qui en rendaient l’analyse difficile. 

Peptide T m l T l C N l  Th2. Val-Gln-Glu-Lys. I1 
represente un fragment COOH-terminal de 
TmlTlCNJ. L’hydrolyse complAte par la leucine 
aminopeptidase libere entre autres un residu glutamy- 
le et un r6sidu glutaminyle. Sachant que la sequence 
COOH-terminale de TmlTlCNl est Glu-Lys, un seul 
stade d’Edman a permis d’6tablir l’enchainement des 
4 r6sidus. 

Peptide T m l T l C N l  T h l .  Ile-Val-Pro-Asx-Ser- 

iJ 
Val-Gln-Glu-Lys. 
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L’ordre des 4 premiers residus a 6th determine par 
la methode d’Edman, l’enchainement des autres 
residus ayant Bt6 Qtudie sur le peptide TmlTlCNlTh2. 

L’BlectrophorBse B pH 1,9 d’un hydrolysat acide 
menage du peptide TmlTlCN1 Thl  (HCl concentrh, 
80 “C, 8 h) a permis de montrer la presence d’un residu 
phosphos6ryle. 

Peptides rksultant de l’hydrolyse 
du peptide TmlTlCNl ,  

par la thermolysine 
La dephosphorylation du peptide a &5 eEectu6e 

dans les conditions suivantes: 10 ymol de TmlTlCNl 
dissous dans du tampon Tris 0,05 M CaC1, 0,001 M, 
pH 8 ; 150 y1 de la preparation commerciale de phos- 
phatase alcaline; 38 “C, 24 h. Ensuite, 1 mg de ther- 
molysine a 6th ajoute dans le milieu reactionnel. 
Apres 16 h d’incubation, l’hydrolysat, dont les sels 
ont 6th Blimin6s par chromatographie sur Sephadex 
G-10, a 6tB fractionne par Blectrophorese sur papier 
B pH 1,9. Quatre peptides purs ne contenant pas de 
phosphore ont B t B  analyses. 

Peptide TmlTlCNl ,  Thl .  Ile-Ser-Ser-Ser-Glu- 
Glu. Hydrolyse complhtement par la leucine amino- 
peptidase, le peptide libere notamment 2 residus 
glutamyle. Ces 2 residus sont en position COOH- 
terminale d’aprits les resultats de quatre stades de la 
degradation d’Edman. 

Peptide TmlTlCNl ,  Th2. Glu-Ala-Glu-Ser. La 
sequence a BtB obtenue par 3 stades de la degradation 
d’Edman, et la presence des 2 ritsidus Glu a BtB deter- 
minee B l’aide de la leucine aminopeptidase. Ce tetra- 
peptide represente le fragment NH,-terminal de Tml- 
TlCN1,. 

Peptide TmlTl  CN1, Th3. Ile-Val-Pro-Asn-Ser. 
Ce peptide represente le fragment NH,-terminal du 
peptide TmlTlCNl Thl .  I1 est neutre en Blectropho- 
rese B pH 6,5, ce qui indique la presence d’un residu 
asparaginyle. 

Peptide TmlTl  CNI, Th4. Val-Gln-Glu-Lys. Ce 
peptide est identique au peptide TmlTlCNl Th2. 

&ude d’un peptide chymotrypsique 
de TmlTlCNl ,  

Un hydrolysat chymotrypsique du peptide Tml- 
TlCNl, (rapport molaire enzymelsubstrat 1/100, 
37 “C, 3 h) a 6tB chromatographie sur Sephadex G-15 
en milieu NH,HCO, 0,l M, pH 7,8. Un peptide pur a 
At6 isole par 6lectrophorese preparative 8. pH 1,9, 
B partir du pic principal hbtbrogene. 

Peptide TmTlCNl,  C l .  Glu-Ala-Glu-Ser-Ile- 
Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ile-Val-Pro- Asn. 

D’aprks sa composition en acides amin&, la s6- 
quence Btablie prkcbdemment, et la specifkite de la 
chymotrypsine, ce peptide se terminerait par un 
residu asparaginyle adjacent B un residu prolyle. 

Effectivement, la carboxypeptidase A ne libere aucun 
acide amin6 que ce soit B pH 8,5 ou 5,4. 

Ce peptide permet donc d’effectuer un recoupe- 
ment entre les peptides TmlTlCN1,Thl TmlTlCNl, 
Th2 et TmlTlCNl Thl. L’ensemble de ces resultats 
donne la sequence complete du peptide TmlTl. 

DISCUSSION 

La determination de la sequence de la partie de 
la chaine peptidique delimitee par les residus 43 et 
79 met un point final 21 1’8tude de la structure primaire 
de la caseine aslB bovine (Fig.3). Nous avions sug- 
g6r6, dans le premier article [l], que le peptide TmlTl  
pouvait contenir 5 rbsidus seryle et non pas 4, ce qui 
a 6th confirm6 dans le present travail. La caseine aslB 
comporte donc 199 residus d’acides amines et non 
pas 198 comme nous l’avions admis jusqu’ici [l--51. 
Cette sous-estimation du chiffre de shrine dans les 
peptides contenant des residus phosphoseryle resulte 
vraisemblablement d’une plus grande labilite des 
phosphoserines en milieu acide. Une situation ana- 
logue a 6th retrouvee lors de l’analyse du phospho- 
peptide NH,-terminal de la casBine p [21], et d’un 
phosphopeptide isole de la phosvitine par Shainkin 
et Perlmann [22]. Ces auteurs estiment B 250/,, 
valeur Btablie precedemment par Allerton [23], le 
pourcentage de destruction de la phosphoserine apres 
la classique hydrolyse acide de 24 h. 

La caseine a depuis longtemps servi de base B 
des recherches sur le mode de fixation des groupe- 
ments phosphores dans les proteines. Mais les pre- 
miers travaux ont B t B  en fait realis& sur la cas6ine 
entiere, puis sur la fraction a (mhlange des cas6ines 
asl et x et de proteines mineures), avant que les tech- 
niques de purification des caseines asl, et x aient 
6tB mises au point. 

La presence de phosphoserine dans la casbine 
bovine, suggeree par Posternak [24,25], a Q t B  d6- 
montree par Lipmann [26]. En  1951, Agreen et 
al. [27] obtenaient, B partir de la cashine bovine, la 
phosphoserine B 1’8tat cristallise. Quelques annees 
plus tard, toujours B partir de la mhme source, De 
Verdier [28] isolait e t  cristallisait la phosphothreo- 
nine. Parmi les dipeptides et tripeptides phosphoryles 
qui ont 6th isolBs B partir d’hydrolysats acides de 
caseine entiere ou de caseine a, et dont Usterberg a 
fait un inventaire exhaustif [29], nombreux sont 
ceux qui pourraient provenir de la caseine asl. Plus 
rkcemment, des fragments de plus grande taille, 
obtenus par fractionnement d’hydrolysats trypsi- 
ques de caseine a, ont fait l’objet de recherches plus 
ou moins approfondies. Hans et al. [30,31] et Uster- 
berg [29,32] ont respectivement publie la sequence 
partielle de deux phosphopeptides qui, si l’on se base 
sur leur composition en acides amines et en phos- 
phore, sont identiques B TmlTl  et Tml (Ti-T2). 
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1 10 20 
H.Arg-Pro -Lys-His -Pro-Ile -Lys -His-Gln-Gly-Leu-Pro- Gln - IGlu-Val-Leu- Asn-Glu- Asn-Leu- 

dblbtion du Variant A 

30 40 
Leu-Arg-Phe-Phe-Val-AlaI-Pro-Phe-Pro-Gln-Val-Phe- Gly - Lys-Glu-Lys-Val-Asn-Glu-Leu. 

50 60 
Ser - Lys-Asp- Ile -Gly-Ser -Glu-Ser -Thr-Glu-Asp-Gln-l-  Met-Glu-Asp- Ile -Lys-Glu -Met- 

Thr P (Variant D) 
I P ’ P  

P l G  

70 80 
Glu-Ah-Glu-Ser - Ile -Ser -Ser-Ser-Glu-Glu- Ile -Val- Pro - Asn-Ser-Val-Gln-Glu-Lys- His- 

I 
P 

90 100 
Ile -Gln-Lys-Glu-Asp-Val -Pro-Ser-Glu-Arg-Tyr-Leu - Gly - Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg- 

110 120 
Leu-Lys-Lys-Tyr-Lys-Val-Pro-Gln-Leu-Glu- Ile -Val - Pro- Asn- Ser -Ala-Glu-Glu-Arg-Leu- 

I 
P 

130 140 
His-Ser -Met-Lys-Glu-Gly:Ile -His-Ala-Gln-Gln-Lys - Glu- Pro-Met- Ile -Gly-Val-Asn-Gln- 

150 160 
Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu-Phe-Arg-Gln-Phe- Tyr- Gln -Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro- 

170 180 
Ser - Gly-Ala-Trp-Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu-Gly-Thr-Gln- Tyr -Thr-Asp- Ala -Pm-Ser -Phe-Ser- 

190 199 

I I 
P 

Asp- Ile -Pro-Asn-Pro-Ile -Gly-Ser-Glu-Asn-Ser -m-Lys-Thr-Thr-Met-  Pro-Leu-Trp-.OH 
Gly (Variant C) 

Fig. 3. Structure p i m i r e  de la c4z.sLine ag1 B bovine. Les rbsidus d‘acides aminbs encadrbs sont les sites correspondant aux mutations 
diiTbrenciant les variants gbnbtiques A, C e t  D du variant de rbfbrence B 

Cependant, les elements de sequence donnes par 
ces auteurs ne concordent ni entre eux, ni avec nos 
rbsultats. I1 est aaisemblable que Hans et al. aussi 
bien qu’osterberg ont surestime le degre de purete des 
peptides qu’ils ont prepares aprhs hydrolyse acide 
menagbe des phosphopeptides TmlTl et Tml 
(Tl-T2): notre experience nous a montrh, en effet, 
que les fragments de phosphopeptides Btaient parti- 
culihrement difficiles L purifier. 

Dans son travail sur le phosphopeptide Tmi 
(Tl-T2), Osterberg avait conch L la presence d’une 
phosphothreonine dans ce peptide, en se basant d’une 
part sur les resultats des titrages acide-base qui 
indiquaient la presence de 7 groupes phosphates sous 
la forme 0-monoester, et d’autre part sur la composi- 
tion trouvee en serine et threonine (6 Ser, 1 Thr). 
Mais nous avons vu que le peptide Tml (Tl-T2) 
contenait en realit6 7 shines, ce gui remet en cause 
la conclusion d’C)sterberg. 

En fait, contrairement h ce qu’auraient pu laisser 
attendre les rbsultats de De Verdier [28], nous 

n’avons jamais pu, par Blectrophorhse sur papier, 
mettre en evidence de phosphothreonine dans les 
hydrolysats acides menages (HC1 concentr6, 80 “C, 
10 h) des cashes  aslA, B et C; PA1, A,, A,, B et C; 
as2  et ass; xA et B. La seule exception concerne le 
variant aslD [9]. Ce variant &ant trhs rare [33,34], 
il semble peu probable que la phosphothreonine isolee 
par De Verdier puisse provenir de la cas6ine aslD. 
On peut donc supposer que la phosphothreonine est 
presente dans des fractions mineures de la caseine 
entihre, telles gue les fractions (( ProtBose-peptone 
3, 5 et 8)) caracterisees par leur forte teneur en 
phosphore [35]. La faible proportion de ces fractions 
dans la caseine entihre expliquerait pourquoi nous 
n’avons pu dhtecter de phosphothr6onine, par 
Blectrophorhse sur papier d‘hydrolysats obtenus par 
traitement acide menage de la caseine entihre. 

La nature des liaisons phosphates dans la casbine 
a BtB longtemps un sujet de controverses. I1 y a une 
quinzaine d’annkes, Thoai et al. [36], Perlmann [37], 
suggeraient la presence de composes monoesters et 
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R6sidus d’acides a m i n k  

Fig.4. Diagramme nwntrant la rkpartitwn dea rksidus hydrophobea et des ckrgea klectriques dam la chine peptidique de la 
caskine as1B bovine. Les valeurs de l’hydrophobicith utilisks pour les divemes chaines latbales des residus d’acides aminbs 
sont celles de Bigelow [7], la charge Blectrique a 6th deduite des valeurs des pK des groupes titrables des prothines donnbes 

par Tanford [S]; l’estimation a 6th faite pour un pH de l’ordre de 6,8 (pH du lait) 

diesters. Actuellement, B la suite des travaux de 
nombreux auteurs brievement passes en revue par 
McKenzie [38], il est ghneralement admis que les 
groupements phosphate de la caseine sont sous forme 
d’ester 0-monophosphoriques. Tres rhcemment Ho 
et al. [39] appliquant la methode de resonance m a p &  
tique nucleaire B 1’6tude de la nature chimique des 
liaisons phosphate-proteine dans la phosvitine et la 
caseine aS1B, ont abouti aux m6mes conclusions. 
Nos resultats confirment la presence de liaisons du 
type ester 0-monophosphate uniquement, puisque la 
totalit6 du phosphore des peptides TmlTl et TmlT2 
est liberee par une orthophosphomonoesterase, la 
phosphatase alcaline. 

CONCLUSION 
La caseine olsl bovine (variant B) est une phospho- 

prothine constitube d’une unique chaine peptidique 
de 199 rhsidus d’acides amines: Asp,, Asns, Thr,, 
Sera, SerP,, G1uZS, Gln14, Prol,, Gly,, Ala,, Val,,, 

Arg,. Cette composition en acides amines est tres 
voisine de celle recalcul6e par Garnier et al. [40] it 
partir de resultats obtenus par d’autres auteurs. 
Seuls Merent les chiffres de shrine, tryptophane, 
ammoniac et phosphore qui avaient BtB respective- 
ment estimes B 14, 3, 26 et 9. Le poids mol6culaire 
exact du monomere, calcule d’apres la s6quence) soit 
23616, est en excellent accord avec les rhcentes va- 
leurs de 23000-24000 deduites de diverses mesures 
physiques et citees par Schmidt [41]. 

Le nombre de residus acides excede largement 
celui des residus basiques, ce que traduit le caractere 
tres anionique de la caseine ols1B A pH neutre ou 
alcalin. En se basant sur les valeurs des pK des 
groupes titrables des proteines donnees par Tan- 
ford [6], cette proteine aurait, au pH normal du lait 

Met,, I1ell, Leul7, Tyrlo, Phe8, LYS,,, His,, Trp,, 

qui est de l’ordre de 6,8, une charge nette negative 
proche de 22. A pH 8’6, souvent utilise en Blectro- 
phorese sur gel pour le phenotypage des prot6ines du 
lait, cette valeur serait voisine de 28. 

L’hydrophobicite moyenne de la molecule cal- 
culhe selon Bigelow [7] est de l’ordre de 1170, ce qui 
place la caseine 01~1 dans la classe des proteines 
hydrophobes. Rappelons que dans 1’6chelle de 
Bigelow, les valeurs de l’hydrophobicit6 moyenne 
varient de 440 it 2020 selon le type de proteine. 

La repartition des rbsidus charges et des rhsidus 
hydrophobes dans la chaine peptidique n’est d’ailleurs 
pas uniforme comme le montre la Fig.4. 

Trois regions de la chaine sont plus particulidre- 
ment hydrophobes. Ce sont la region NH,-terminale 
delimitee par les residus 1 et 44 et la partie centrale 
de la chaine comprise entre les residus 90 et 113. 
Elles sont caract6risees, outre leur hydrophobicite, 
par la predominance des residus basiques pour la 
plupart tres group&. La troisieme region apolaire 
est representee par la partie COOH-terminale (rhsidus 
132 B 199) oh sont localises la majorit6 des residus 
aromatiques. Mais contrairement aux deux pr6c6- 
dentes, cette zone hydrophobe contient tres peu de 
residus basiques et la predominance des residus di- 
carboxyliques dont la repartition est relativement 
uniforme lui codere un caractere nettement acide. 

La teneur relativement Blevee en rhsidus prolyle 
(8,50/,) et leur repartition relativement uniforme au 
sein de la chaine peptidique limitent les possibilit6s 
de structure en helice 01. Comme le suggerent les va- 
leurs de divers parametres physiques Btablies par de 
nombreux auteurs dont les travaux ont BtB referen- 
cies par Schmidt [41], le monomere de la cashine 
aSl, en solution, aurait une structure dite en pelote 
statistique. Toutefois cette structure serait plus 
compacte que celle d‘une prothine denaturee [43] et 
resulterait essentiellement d‘interactions hydro- 
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Fig.5. Similitude de siquence des rkgwns 70-84 et 110-125 de la chaine peptidique de la casiine aslB. 
* Aprhs rKivestigation, ce r6sidu a Bt6 identifi6 it une asparagine au lieu d’un acide aspitrtique [5]. 

phobes Bgalement impliquees dans les phenomenes 
de polymerisation et d’association entre caseines. Un 
travail recent de Leslie et al. [44] qui ont applique 
la mtithode de resonance magnetique nucleaire B 
I’titude des cas6ines asl, et x,  conkme les rhsultats 
anGrieurs relatifs b l’importance des groupements 
hydrophobes dans les propri6t6s de la caseine asl. - 
Deux regions de la chaine ont un caractere plut6t 
hydrophile. Celle comprise entre les residus 114 et 
131 posskde de nombreux residus chargbs, basiques 
et  acides, qui forment deux groupes bien &tincts. 
La deuxieme zone hydrophile, tres acide, delimitee 
par les residus 45 et 89 est certainement la partie la 
plus caracteristique de la casbine asl : plus de la moiti6 
des residus acides, notamment 7 des 8 phosphoserines, 
y sont localis6s. La concentration des rksidus d’acides 
amines B chaine laterale carboxylique, particuliere- 
ment l’acide glutamique, au voisinage des 2 groupes 
de residus phosphoseryle est remarquable, et de ce 
fait, cette rtigion comporte 2 u amas )) caractbristiques 
de charges negatives. 

La similitude de structure des regions contenant 
les groupes phosphate est remarquable: dans la 
caseine asl, les segments 70-84 et 110-125 ont des 
sdquences trhs voisines (Fig.5), ce qui peut laisser sup- 
poser que la creation du locus asl-Cn a fait appel, 
au cours de l’6volution, L des m6canismes de duplica- 
tion. Une homologie de sequence a egalement At6 
observee entre les caskines asl et b [S], dans une region 
qui comporte quatre residus phosphoseryle (Fig. 6). 

On peut d’ailleurs remarquer que les sequences 
des acides amines au voisinage des phosphoserines, 
b l’exception de celle situee en position 75 dans la 
caseine asl, ont en commun la presence d’un acide 
glutamique ou d’une phosphoserine en position n + 2 
par rapport L une phosphos6rine en position n. 
Ceci suggere un mecanisme de phosphorylation 
enzymatique des cashes. Tout site de phosphoryla- 
tion comporterait, en une position dbfinie, une charge 
negative fournie par un residu glutamyle ou un r6sidu 
seryle prealablement phosphorylh ; une phosphoryl 
b a s e ,  capable de se fixer specifiquement sur ce site 
cationique, cederait un groupement phosphate au 
residu seryle ou threonyle voisin. L’Btude des sub- 
stitutions d‘acides amines caracterisant les variants 
ghnetiques aslD et PC [S], dont la teneur en phosphore 
4 Eur. J. Biochem., Vo1.23 
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Fig.6. Homologie de siquence des segments 14-21 de la casCne 
B et 63-70 de Za casLine asl 

a & r e  de celle des variants de reference, apporte des 
arguments en faveur de cette hypothese. Ce problhme 
des sites de phosphorylation dans les caseines asl et 

sera discUte d‘une manikre plus dtitailltie dans une 
note en cours de preparation. 

Ces groupements phosphate joueraient un rdle 
dans la formation des micelles de cashine. Selon 
Whikehart et al. [42], la dephosphorylation m6me 
partielle de la caseine asl entraine une diminution 
de son incorporation dans les micelles formees, en 
presence de calcium, par les cashes  asl et x ;  la taille 
de ces micelles serait Bgalement plus r6duite. 

La structure primaire de la cashine orsl donnee ici, 
est celle du variant B. Les trois autres variants A, 
C et D actuellement connus, ont hgalement BtB 
Btudies. Les variants C et D Hhren t  du variant de 
refhence B par une seule substitution d’acide aminb, 
respectivement Gly/Glu en position 192 [lo] et 
ThrPIAla en position 53 [9]. Cette alteration mineure 
de la structure primaire de la proteine entraine une 
modification de ses proprietbs physico-chimiques ; 
plusieurs auteurs [41,45,46] ont constate experi- 
mentalement que le variant C se polymerise L un 
degrh plus Blev6 que les variants B et D. L’exemple du 
variant A qui Were du variant B par une deletion 
de 13 r6sidus d’acides amines dans la partie NH2- 
terminale hydrophobe de la chaine peptidique [ll], 
est L cet Bgard encore plus remarquable. Cette dele- 
tion provoque une modification complhte des pro- 
prihtes de la caseine as1: le variant aslA est soluble 
en presence de calcium B basse temptirature, et les 
micelles de caseine qui le contiennent sont moins 
hydratees et moins stables [12,13]. 
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Bien que les techniques utilisees et les difficult& 
rencontrees au cows de ce travail, aient dejB 6th 
dbcrites, il nous semble utile de faire quelques 
remarques d’ordre gbn6ral. Du point de vue techni- 
que, independamment des reactifs et enzymes em- 
ployes couramment et depuis longtemps dans la 
d6termination des sequences des proGines, la valeur 
de l’anhydride maleique comme agent bloqueur r6ver- 
sible des groupements amin& des proteines [la], et 
l’utilit6 de la thermolysine qui hydrolyse spbcifique- 
ment certaines liaisons peptidiques [ 151, meritent 
d’6tre signalees. 

Parmi les difficult6s rencontrhes, citons : l’iden- 
tification de certains r6sidus glutaminyle et aspara- 
ginyle ; l‘insolubilit6 des peptides tres apolaires dans 
certains tampons, ces peptides Atant par ailleurs 
extraits au cours de la degradation d’Edman; la 
cyclisation de quelques residus glutaminyle NH,- 
terminaux; ce sont des difficult& inberentes B toute 
determination de sequence. 

L’un des principaux problhmes, plus specifique 
de la cas6ine asl, que nous ayons eu B rhsoudre, a 
certainement BtB l’analyse des phosphopeptides : 
la purification de ces peptides a Bt6 rendue difficile 
en raison de leur caracthe fortement anionique et 
de leur faible coloration sur papier lorsqu’ils sont 
r6vel6s A la ninbydrine. A ceci s’ajoutent l’importante 
destruction des phosphoserines durant l’hydrolyse 
acide classique, le tres faible rendement de la degrada- 
tion soustractive d’Edman lorsqu’un residu phos- 
phoseryle est en position NH,-terminale, et l’incapa- 
cit6 des endopeptidases et exopeptidases B hydro- 
lyser les liaisons peptidiques proches des groupes 
phosphate. Heureusement, l’utilisation de la phos- 
pbatase alcaline qui libere les groupements phos- 
phate s’est r6v616e benefique pour resoudre ce pro- 
blhme . 

La connaissance de la sequence de la caseine orsl 
bovine permet d’envisager d8s maintenant 1’Btude 
du processus de degradation de cette phosphoproteine 
par les enzymes coagulants et les autres enzymes pro- 
Molytiques, lors de la maturation des fromages. En 
particulier les peptides de goGt amer provenant de 
cette prothine pourront &re localis&. Rappelons 
que l’un de trois peptides amers isol6s par Matoba 
et al. [16] B partir d’un hydrolysat trypsique de 
caskine entihre, correspond manifestement au seg- 
ment 23-34 de la chaine peptidique de la casbine asl. 

Enfin, la connaissance de la structure primaire 
permettra une meilleure comprehension des pro- 
pri6tks de cette phosphoprothine. 

Le travail qui s’achbve par le present article doit beau- 
coup 8. l’excellente collaboration technique de Marie Fran- 
pise Mahb et Joel Uro. Nous remercions bgalement tous 
ceux qui, 8. des titres divers, nous ont apporte leur contribu- 
tion, en particulier Mmes Suzanne Bathias, Ginette Blakely, 
Ghislaine Brignon, Germaine Lacombe et Hbldne Pinecki, 
sans oublier M. Chandra Prakash Mathur et Mlle Dickinson 
qui ont bien voulu corriger nos r6sumbs anglais. En&, nous 

remercions sincdrement Monsieur G. Mocquot, Directeur du 
D6partement de Technologie Animale, et Monsieur J. Poly, 
Directeur du D6partement de G6n6tique Animale, pour le 
soutien apporth 8. ce travail. 

ANNEXES 
Lea figures et tableaux suivants ont 6th dbpos6s aux Ar- 

chives originales du Centre de Documentation du C.N.R.S., 
26 Rue Boyer, F-75 Paris 20, France, oh ils peuvent Atre 
commandbs sous forme de microfiche ou de photocopies. 
Numbro de rbference du d6p8t: A.0.-503. 

Annexe, Fig. 1. Diagramme de chromatographie sur 
Sephadex G-25 fine de I’hydrolysat trypsique de 9 pmol 
du peptide Tml(Tl-T2). 

Annexe, Fig.2. Diagramme de chromatographie sur Se- 
phadex 6-25 fine d’un hydrolysat CNBr de 2,5 pmol du pep- 
tide TmlT1. 

Annexe, Tableau 1. Etude des phosphopeptides trypsiques 
Tml(Tl-T2) et TmlT2. 

Annexe, Tableau 2. Sequence du phosphopeptide tryp- 
sique TmlT1. 
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