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LA CONSTITUTION DELA CASEINE
pa.r
cHARLES ALAIS (1)

Institut  de Biochimie, Facult¢é des Sciences, Orsay (Seine-et-Oise)

Dans I'état actuel des recherches sur la constitution de la
caséine, la situation est confuse” malgré la publication de bonnes
revues [l, 2]. Il nous 'aparu utile de faire une mise au point, dans
un esprit de simplification.

Rappelons brievement que le terme ((caséine entiére» désigne
la substance protéique qui précipite au cours de l'acidification du
lait écrémé, vers pH 4,6-4,7 ; elle esf également désignée par les
'‘termes : caséine isoélectrique ou « caséine de Hammarsten» [3],
(bien que le premier auteur qui ait clairement décrit sa préparation

(*) Reproduction interdite sans  indication de source.
(1) Chercheur contractuel de I'Institut N~tional de la Recherche Agronomique.
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soit Quevenne  [4]). S~n hétérogénéité a été mise en évidence il y
a pres de quarante ans, par des études de solubilité [5J; mais elle
n'a été solidement établie que plus tard, au moyen deTa méthode
électrophorétique [6]. Les perfectionnements de cette méthode,
avec l'usage de supports ayant un haut pouvoir de résolution
(surtout ‘I'amidon) et' de réactifs permettant la dispersion molécu-',
laire de constituants fortement liés entre eux (surtout [\ur~e en
solution concentrée), orit conduit a la distinction d'un grand nombre
de fractions, jusqu'a 20 [7}. Les méthodes modernes de chromato-
graphie sur colonnes d'échangeurs d'anions ont également fait pro-
liférer les especes de caséine [8, 9].

Des remarques générales peuvent conduire a 'la simplification
envisageée:

1) Le nombre d'especes protéiques constituant la caséine entiere
n'‘est, sans doute, pas égal a' la somme des bandes ou des pics
observés dans les examens électrophorétiques ou chromatogra-
phiques.Les écarts constatés dans les nombres de fractions trouvées
par divers chercheurs ne reflétent pas simplement les' différences
de sensibilitt des méthodes suivies. Des perturbations dans les
migrations ou des répartitions .anormales peuvent se produire du
fait d'interactions protéine/protéine, protéine/support ou protéine/
tampon, d'effet de sels' dans les solutions tampons complexes et'
de modifications de constituants fragiles par un réactif ou par
l'action de cohditilons expérimentales défavorables.

2) Certaines fractions représentént plusieurs formes d'une'
méme espece protéique ; ce sont des variants génétiques. Les diffé-
rences trés minimes, ,qui les séparent a peine sur le plan chimique,
suffisent a leur conférer des propriétés physiques distinctives,
surtout en ce qui concerne la m~bilité électrophorétique.

3) En ce qui concerne les fractions isolées, soit par précipitation,
soit par chromatographie, les auteurs ont parfois créé trop hati-
vement une dénomination nouvelle, en étudiant des fractions dont'
I'homogénéité n'était pas solidement établie ou ((ninsistant sur des
différences analytiques moins importantes que les analogies de
composition ou de propriétés. Il est bien probable que, dans plu-
sieurs cas, on se trouve devant des préparations d'une méme
protéine, a des degrés de pureté diffUeilts.

4) La dénomination générique de « caséine» ne devrait pas' étre
utilieéepour toutes les protéines inclues dans le précipité a pH 4,6-

4,7. Certaines sont solubles dans cette zone de pH, lorsqu'elles
sont isdlées. " '

Compte tenu de ces observations, nous avons réparti les consti-
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TABLEAU 1
® Solubil.
! ' 2
%5 o A +003M 3 9
o "0- r<: .
Constituants g - 2 P Ca P
o P- pCLO (1) ° P
S VAl
A. Protéines phosphorées a caractére acide: caséines
. Caséine (Xs....... ABC 40 16500 4,7 1,0
-27000 -4,4
Caséine ~ ..cevvnn ABC 30 18000 49 -+ 0,6
-25000
Caséine )( ... .. 15 60000 51 4+ 4+ 02
-3,7
Constituants
mineurs:
a) accomp. oes 5
b) accomp. x
(caséine A) 3 + + 12
93
B. Protéines & point isoélectrique éleué: impuretés
. « Caséine )Y ... AB 3 30000 6,4 0.1
(?)
Protéine  rouge 86000 7,8 0,2
4 ®
Lactolline 43000 8,0 0
. Enzymes (protéase,
etc.) . traces
(1) Point isoélectrique.; lorsqu'il y a deux nombres, le" premier

minimum de solubilit¢ en l'absence de sels (point isoioniq',;'e).
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tuants connus de la caséine entiere en deux 'groupes; le tableau |
résume cette classification.

A -'- Caséines ou protéines phosphorées
a bas point- isoélectrique

. Ces protéines sont synthétisées dans la glande mammaire ;
elles. constituent la plus grande partie de la caséine entiére .envi-,
ron 90 p. 100.

Lea caséines ont un caractére acide marqué du fait d'un net
exces des groupes carboxyliques Sur les groupes aminés libres et
de la présence dans la molécule de radicaux acides forts: phospho-
riqgue et, dans un cas, sialique. Elles sont donc électrcnégatives
dans les examens habituels; elles migrent vers l'anode au cours de
I'électrophorese et elles peuvent étre séparées par chromatographie
sur un échangeur d'anions, comme la DEAE-cellulose. Elles forment
entre elles des complexes relativement stables. 11 existe trois sortes
bien définies-de caséines:

[

1) Caséine~s ou caséine « sensible au calcium»
1

Cette désignation signifie que la caséineeces, a un pH voisin de,
la neutralité, est insoluble en présence de 0,03 M d'ions calcium
(concentration mo,yenne en calcium du lait' de vache), aussi bien
aux températures ordinaires (20°-40°), qu'a basse température
(1-5°). La dénomination simple : O(serait la meilleure si elle ne
prétait a confusion avec la premiere fraction de Mellander [6], qui
renferme a la fois la caséine' sensible et la caséine insensible au
calcium; c'est pourquoi la dénomination: «s daprées waucH [101 -
est préférable, au moins temporairement.

L'existence de trois variants génétiques a été démontrée [II].
Il est probable que les sous-constituants ocesl et O(sZ12], corres-
pondent a deux de ces variants. Les caséines 0(1[13] et O(f{14] ne
se distinguent' de o(s que par de légeres différences analytiques,
portant principalement sur le phosphore.

La caséine «s est préparée, a partir de la caséine entiére, par
précipitation au moyen du chlorure de cal~ium [10], suivie d'une
purification par chromatographie sur DEAE-cellulose [12] ou d'un
fractionnement  par l'urée [15]. Le poids moléculaire a été mesuré
par, les méthodes hydrodynamiques, deux valeurs différentes. ont
été indiquées : 27000 [12, 16] et 16,500 [17]; il est difficile
d'admettre qu'il s'agi't de monomeres et de dimeres. L'arginine est
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le seul acide aminé N-terminal [16, 18] et la tyrosine est C-ter-
minale [12].

La caséine «s ne contient pas. de glucides .et'la cystine serait
absente (19) ; cependant une analyse compléte des acides aminés
de la caséine 'ct! a révélé la présence de 0,2 p. 100 de cystine (20).

La fraction «sensible au calcium » représente environ 45 p. 100
de la caséine entiere (12) ; mais par chromatographie sur DEAE-
cellulose la proportion du constituant homogéne n'est que de
,38 p. 100(9).

2) Caséine ~

Elle présente des analogies avec la précédente: son poids molé-
culaire est du ,méme ordre de grandeur (18000 [16], 25000 [21]) ;
elle ne contient ni glucides, ni cystine; elle existe sous trois formes
génétiques A,B et C[22]. Par contre, la caséine ~ n'est «sensible
au .calcium » qu'an-dessus de 18°; a basse température, elle reste
en solution dans les conditions ou la caséine «s précipite. De plus,
la caséine ~ contient moins de phosphore que ces; son point jso-
électrique est plus élevé et sa mobilité électrophorétique plus
faible. Sa composition et sa.structure n'ont encore été que peu
étudiées. La purification par chromatographie sur DEAE-cellulose
permet d'obtenir une substance homogene [45] ; ce qui n'était.pas.
le cas de l'ancienne. méthode de fractionnement & l'urée. La déter-
mination des acides am'inés a été effectuée sur une ancienne pré-
paration [23].

3) Caséine x

C'est, comme les précédentes, une phosphoprotéine a caractére
acide; mais elle en difféere beaucoup par sa composition et ses
propriétés. La caséine x est le constituant «insensible au calcium » ;
en présence d'une concentration relativement forte de chlorure
de calcium. (0;3 M), le complexe formé par les'trois caséines est
dissocié et seule la caséine x reste en solution. Sa grande solubilité,
sa capacité de stabiliser les autres caséines en présence de calcium
et son aptitude a subir seule la réaction primaire de 'la présure
résultent de sa composition particuliére.

La caséine x est une glycoprotéine '[24] ; elle"contient trois com-

posants glucidiques en proportions sensiblement équimoléculaires:
galactose, galactosamine et acide N-acétylneuraminique (ou acide

O-sialique). Sa cornpoaition en acides aminés a été déterminée [25] ;

la proportion des hydroxy-aminoacides .est relativement élevée

(12,3 p. 100). Il Y a donc, dans la caséine X, une accumulation de

groupements OH lyophiles. L'étude de l'action de lit.présure [,24,26],
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de I'hydroborure de lithium [27J et de la callicréine [28] a permis
d'élucider certains points de sa structure et un'schéma moléculaire
provisoire aétéétabli  [27] (1). La séquence C-terminale est (Ser, Ala,
Thr) Val-OH; on 'na pas pu mettre en évidence un acide aminé
N-terminal dans les conditions habituelles.

La caséine x contient moins de phosphore que les précédentes;
elle a cepengjant un point isoélectrique aussi bas, du fait de !a
présence dans 'sa molécule de plusieurs résidus d'acide sialique
(pK voisin de 2).

On ignore s'il existe des variants génétiques de cette caserne,
comme dans le cas des précédentes; certains faits laissent penser
gu'il doit en étre de méme.

La caséine x peut étre préparée par diverses méthodes de frac-
gtionnement de la caséine entiére : par le calcium et l'alcool [29],
par l'acide trichloracétique et l'urée [30], par l'acide sulfurique et
I'urée [31]. La purification peut également étre atteinte par chro-
matographie [32].

L'hypothése a été émise que la caséine X est complexe [32, 33] ;
elle serait formée de 3 unités de méme poids moléculaire: 16000,
différant entre elles par le contenu €N acide sialique et en cystine;
il n'a pas encore été. apporté de preuves. Par contre, il est probable
que le monomeére de caséine x. est composé de plusieurs chaines
peptidiques, unie~ par des liaison~ disulfures ;s'on'poids moléculaire
doit étre voisin de 60000 [34]. La caséine x. est donc la plus grosse
.molécule du groupe des caséines; mais c'est aussi le constituant.
le moins abondant:  environ 15 p. 100Q.

Comme les précédentes, la caséine x. est électronégative ; mais
elle se comporte difféeremment dans I'électrophorése de zone; elle
donne des taches étirées, surtout dans les gels [7]. La valeur du pH
pour le minimum de solubilité, varie beaucoup selon que les mesures
sont faites en présence de sels (point isoélectriques 3,7) ou en l'ab-'
sence de sels (point isoionique 5,1) [35].

La caséine i, [20,,46], ressemble beaucoup a la caséine x.

4) Constituants mineurs,

\ ’

La question se pose de savoir s'il existe dautres espéeces de
caséine? D'aprés les proportions moyennes que nous avons indi-
quées dans le tableau J, les trois caséines décrites plus.hautforment
en~iron 85 p. 100 de la caséine entiere. Dans le reste se trouvent
des substances a caractere acide, se comportant comme les caséines;

(1) Le Lait, 1964, 44, 138 et 259
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elles représentent environ 8 p.lIOO du total et I'on n'est que trés
mal ~enseigné sur leur nature; elles sont de ~eux sortes

a) Fraction(s) accompagnant/la caséine ixs, pouvant étre séparée
par ohromatographie sur' DEAE-cellulose [9] ;

b)) Une fraction «insensible au calcium», accompagnant la'
caséi~e 'x, mais plus difficile a séparer par .centrifugation. Les
caséines A [14] et «m» [36], correspondent a' cette fraction et la
caséine 1, [13] doit la contenir. La caséine A serait beaucoup plus

riche en phosphore que la caséine x ; elle ne posséde pas le pouvoir
stabilisant.

On ne peut actuellement se prononcer sur la nature et la signi-
fication de ces constituants mineurs, par comparaison aux pré-
cédents.

,B. - Protéines 'a point isoélectrique élevé

Ceé protéines ne sont probablement pas synthétisées dans la
glande mammaire; deux d'entre elles présentent’ des similitudes
avec des constituants du plasma sanguin. Du fait de la valeur
relativement élevée du' point isoélectrique, elles ne se comportent
pas comme les caséines dans les examens habituels. De faibles
quantités de phosphore ont été trouvées dans trois de ces protéines;
pour l'une d'elle, la lactolline, l'auteur a conclu a une impureté [43];
il en est peut-étre de méme pour les autres, car elles sont extraites
d'une masse de protéines relativement riches en phosphore;
d'autre part, les protéinés plasmatiques auxquelles elles ressemblent
ne' contiennent pas de phosphore.

Eni raison de ces propriétés et de la tres faible proportion de
chacune d'elles, ces protéines peuvent étré considérées comme des
impuretés des caséines. '

1) La «caséine y » a été un des premiers constituants identifié
de la caséine entiére [6], mais par la suite on lui a attribué le carac-
tere d'une globuline [37] ; elle ress~mble en effet aux globulines
immunes, niais ne leur est pas identique [38]. La composition
en acides aminés de la « caséine y » a été déterminée [39] et un poids
moléculaire de 30000 a été indiqué [38]; mais cette substance
se révéle' hétérogéne au cours des' examens physiques. On ne
devrait pas la considérer comme une caséine, malgré la présence
d'un, peu de phosphore; ‘trop de -caractéristiques sont diver--
gentes, surtout le fait qu'elle n'est pas synthétisée dans la glande
mammaire, comme l'a montré I'étude par les radio-éléments [40].
Deux variants génétiques ont été observés par électrophorése [22] ;
c'est une protéine pure (holoprotéine).
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2) Deux protéines a caractere basique. ont été séparées de la
,caséine entiére en abaissant le pH a 4,0'. Ces protéines sont inso-
lubles entre pH 7 et 9. L'une d'elles, la « protéine. rouge)) est une
métallo-glycoprotéine  [41]; on' doit la' ranger dans le groupe des
transferrines  ou sidérophilines, qui peuvent fixer réversible ment
un atome de fer; sa composition a été établie [42]. L'autre protéine
basique est la « lactolline . ; elle a été obtenue a I'état cristallisé [43] ;
elle est présente dans la caséine en Ués faible proporbion.

3) Différents enzymes sont fortement liés a la: éaséine, en parti-
culier une protéase [44].

Résumé

Il existe trois espéces bien définies de caséines: ixs, - et x. Elles
sont accompagnées de constituants mineurs' mal connus. A cOté
de ces protéines phosphorées ayant un caractére acide: d'autres'
constituants  a point isoélectri.que'élevé se trouvent en faibles pro-
portions dans la caséine entiére.

Sum'mary

Whole caseln contains three major well studiedfractions XS, ~
and x, and sonle minor not well defined compounds. Besides these
phosphorylated acidic proteins, other fractions with a higher iso-
electric point are present in small proportions.
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