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Biosinteza i sekrecija mlije¢nih proteina*

Z. Barac¢

Sazetak

O biosintezi i sekreciji proteina mlijeka, iako je u stvaranju mlijeka naj
vazniji proces, objavijeno je relativno malo radova. Najveci dio mlijecnih pro:
teina; frakcije kazeina, «-laktoalbumin, B-laktoglobulin, prema podacima Iz
literature sintetizira se u sekretornim stanicama mlijecne zlijezde. Manji dic
proteina, serumalbumin, imunoglobulini, itd..., prenosi se iz lkrvi u laktacijsk
sekret, a u mlijeku normalnog sastava zastuplieni su u vrlo malim kolicina
ma. Biosinteza proteina u sekretornim stanicama mlijecne Zlijezde odvija se
pod genetskom kontrolom u hrapavom endoplazmatskom retikulumu (rougt.
endoplasmatic reticulum, RER). Na svom sekretornom putu iz RER, kroz Gol
gijev aparat i sekretorne mjehurice. sintetizirani proteini izloZzeni su posttran
slokacijskim promjenama, a neposredno prije izlucivanja u lumen mlijecne
zlijezde konacnog su sastava.

Uvod

Pregledni ¢lanak opisuje biosintezu mlijecnih proteina. proizvoda mli-
je¢nih zlijezda i mehanizam njihove sekrecije u lumen mlijecne zlijezde, s po-
dacima o izvorima ostalih proteina prisutnih u mlijeku i mehanizmu njihovog
prenosenja u laktacijski sekret.

Glavni proteini mlijeka su specifi¢ni proizvod biosinteze stanica mlijec-
ne zlijezde. Ostale zastupliene frakcije, imunoglobulini i proteini krvnog se-
ruma, potjecu iz krvne plazme (Vuji¢i¢, 1985). Sinteza i sekrecija proteina
mlijeka najbolje je prouc¢ena u prezivaca. MlijeCna Zlijezda prezivaca u lakta-
ciji sintetizira velike koli¢ine sekretornih proteina (a.,_, .., 3 i kappa-kazein,
f-laktoglobulin i a-laktoalbumin) (Swaisgood, 1982). Gamma-kazein, koji ni-
selinske sekvence pokazuje da je gamma-kazein kravljeg mlijeka produkt ci-
jepanja polipeptidnog lanca f3-kazeina (Gordon i Groves, 1975).

U mlijeku normalnog sastava, iako u vrlo maloj koncentraciji, zastuplje-
ni su i proteini krvi (serumalbumini i imunoglobulini). U vecoj koncentraciji
prisutni su u kolostrumu i mlijeku iz pocetne faze laktacije, njihova se kon-
centracija ponovo povecava u fazi kasne laktacije (Larson, 1979).

Osim spomenutih proteina, u mlijeku se nalazi i neznatan dio proteina
koji nastaju u sekretornim stanicama i njezinim djelovima (npr. plazma-mem-
brani i citoplazmatskim komponentama). Proteini iz ovih izvora posjeduju
imunolo$ke, enzimske i druge funkcionalne osobine (Kaufmann i Hage -
meister, 1987).

Biosintezu i sekreciju mlijecnih proteina nemoguce je izdvojiti iz sinteze
nstalih sastojaka mlijeka koji se formiraju u mlijecnoj zlijezdi.

Rad je izraden kao Seminarski rad iz predmeta »Tehnologija mlijeka i mlijecnih pro-
izvoda« na Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, a nagraden je Rektor-
skom nagradom Sveucilista u Zagrebu za 1992.
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Razvoj mlijecne Zlijezde

Mlije¢na zlijezda i njene sastavne stanice predstavljaju organ koji je pod
slozenom endokrinoloskom kontrolom, a u koju su uklju¢eni razni hormoni
(Larson, 1979). Mlije¢na Zlijezda svoj potpuni razvoj postize u graviditetu, ka-
da pod djelovanjem vece kolic¢ine estrogena kojeg luci placenta, dolazi do dal-
jnjeg umnozavanja stanica zljezdanog parenhima i vec¢e diferencijacije siste-
ma zljezdanih kanala koji dobivaju izgled dobro razgranate mreze. U zadnjoj
tre¢ini graviditeta, djelovanjem progesterona koji se stvara u zutom tijelu
(corpus luteum) i placenti, dolazi do umnozavanija epitelnih stanica i poveca-
nja broja alveola u mlijeénoj zlijezdi (Miti¢, 1987). Inzulin potice stani¢nu di-
obu alveolarnog epitela. Kortikosteroidi su uklju¢eni u razvoj i odrzavanje
stani¢ne strukture potrebne za sintezu sekretornih proteina. Funkcija prolak-
tina.je pokretanje i funkcionalno odrzavanje stanicnog aparata za sekreciju
mlijeka (Saacke i Heald, 1974; Topper i Oka, 1974).

Alveole su sastavljene iz epitelnih stanica (Miti¢, 1987) i svaka alveola
sadrzi samo jedan sloj sekretornih stanica, koje okruzuju lumen alveola u ko-
ji se izlucuje mlijeko. Ovaj sloj stanica se u literaturi spominje kao mlijecna
barijera (Linzell, 1974; Linzell i Peaker, 1971).

Prekursori

Mlijecni proteini smtetiziraju se od slobodnih aminokiselina koje mogu
biti ili apsorbirane iz krvotoka u mlije¢nu zlijezdu ili sintetizirane u mlije¢noj
zlijezdi. Mlijecna zlijezda sintetizira sve aminokiseline osim esencijalnih, koje
jan dio neesencijalnih aminokiselina, takoder potjece iz krvotoka (Larson i
Jorgensen, 1974; Linzell, 1974). Dio neesencijalnih aminokiselina, kao stc
su serin, alanin, glutamin, asparagin i njihovi amidi, mlije¢na zlijezda sinteti-
zira iz intermedijanata metabolizma glukoze (Vuji¢i¢, 1985). Serin se takc
sintetizira iz 3-fosfoglicerola, alanin iz piruvata, glutamin iz a-ketoglutarata
preko glutamata, a asparagin iz oksalacetata preko aspartata (Stryer, 1981)

Aminokiseline prelaze iz krvotoka u stanicu mlijecne zlijezde kroz ba-
zalnu membranu. Procesi apsorpcije aminokiselina kroz bazalnu membranu
nisu najbolje definirani, ali se smtra da apsorpcija moze ukljucivati vise od
jednog sistema, a osnovna znacajka tih sistema je da odgovaraju procesima
aktivnog transporta (Larson, 1979), za §to je potrebna slobodna energija
(Stryer, 1981). Malo se zna o mehanizmu premjestanja mlijecnih prekursora,
uklju¢ujuéi i aminokiseline, kroz staricu, prema podruéju gdje se koriste za
sintezu mlije¢nih sastojaka (Larsaon, 1979).

Purinski i pirimidinski nukleotidi koji se koriste za sintezu nukleinskih
kiselina (DNA i RNA) sintetiziraju se u sekretornim stanicama mlije¢ne Zlijez-
de (Johke, 1978).

Biosinteza mlijecnih proteina

Biosinteza proteina u mlije¢noj zlijezdi odvija se mehanizmom koji se

Proces sinteze proteina predstavlja tijek geneticke informacije s DNA na
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RNA, a zatim na proteine. Sinteza RNA s DNA kao kalupa zove se transkrip-
cija (prepisivanje), a sinteza proteina na RNA kao kalupa translacija (prevo-
denje). Model procesa transkripcije i translacije prikazan je na slici 1.
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Slika 1. Shema procesa transkripcije i translacije

Postoje 3 skupine molekula RNA: glasnicka RNA (messenger RNA,
mRNA), transfer RNA (tRNA) i ribosomska RNA (rRNA). Slijed kodona u
mRNA, kojeg ¢itaju molekule tRNA, odreduje kojim ¢e se redoslijedom ami-
nokiseline poredati u molekuli proteina tj. primarnu strukturu polipeptidnog
lanca,. Proteini se sintetiziraju od amino-kraja prema karboksilnom kraju. Ak-
tivirani prekursori su molekule aminoacil-tRNA, u kojima je karboksilna sku-
pina aminokiseline vezana na 3-kraj tRNA. Aminoacil-tRNA-sintetaze katali-
ziraju povezivanje aminokiselina s odgovarajuéim molekulama tRNA. Gvu
reakciju aktivacije pokreée hidroliza ATP. Za svaku aminokiselinu postoji bar
jedna vrsta tRNA i enzima za aktivaciju. Prema Stryeru (1981) sinteza protei-
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na odvija se u 3 faze: inicijacija, elongacija i terminacija. Inicijacija dovodi do
vezanja inicijacijske tRNA na startni signal u mRNA. Inicijacijska tRNA se po-
stavlja na mjesto P (peptidno mjesto) ribosoma. Elongacija zapocinje veza-
njem aminoacil-tRNA na drugo mjesto ribosoma, nazvano A (aminokiselin-
skim] mjestom. Tada nastaje peptidna veza izmedu aminoskupine ulazne
aminoacil-tRNA i karboksilne skupine formil metionina, kojeg nosi inicijacij-
ska tRNA. Nastaje dipeptid, koji se zatim premjesta sa mjesta A na mjesto P,
dok druga molekula tRNA napusta ribosom. Nakon toga nova se aminoacil-
-tRNA veze za ispraznjeno mjesto A i zapoc¢inje novi ciklus elongacije koji se
odvija po upravo opisanoj shemi. Do terminacije dolazi kad proteinski faktor
otpustanja naide na »stop« signal u molekuli mRNA 5to dovodi do otpustanja
dogotovljenog polipeptidnog lanca s ribosoma,

U stanicama eukariota neki su ribosomi slobodni u citosolu, dok su dru-
gi vezani za ekstenzivni membranski sustav zvan endoplazmatski retikulum.
Zbog kvrgava oblika, dio koji veze ribosome naziva se hrapavim endoplaz-
matskim retikulumom (rough ER tj. RER), za razliku od glatkog ER (smooth
ER tj. SER) na kojem nema ribosoma. Ribosomi vezani na RER sintetiziraju
do sada sve poznate sekretorne proteine (Stryer, 1981). Mlijecne sekretorne
stanice sadrze dobro razvijen RER s vezanim ribosomima (Larson, 1979). Sli-
ka 2. prikazuje tipiénu mlijeénu sekretornu stanicu.

Iz prekursora koji ulaze u mlije¢nu stanicu iz krvotoka, formiraju se
mlijeéni sastojci, koji se izlu¢uju u lumen. _

Razumijevanje mehanizma djelovanja mRNA zahtjevalo je razvoj furl-
scionalnih sintetskih sistema proteina in vitro, zatim dobivanje procis¢enih
slobodnih mRNA iz mRNA kodiranih za druge proteine, te identifikaciju spe-
cifienih proteina sintetiziranih iz mRNA. Stanic¢ni-slobodni si_stgmi si_x_'ltiaze
proteina razvijeni su iz nemlije¢nih stani¢nih izvora koji sintetiziraju mlijecne
proteine kada su zadovoljeni raznim faktorima i f‘unkcionalnor_n -mBNA. .,fol
elektroforeza i druge tehnike pomogle su u identifikaciji specificnih mlijec-
nih proteina sintetiziranih u ovim sistemima (Larson, 1979).

Prociséene mRNA izolirane su iz raznih izvora ukljucujuci laktacijsko
mlijecno tkivo stakora i misa (Rosen 1976) i morskog praseta [Crgig i sur,
1976). U veéini slucajeva one pokazuju znacajke tipicnih eukariotskih mRNA
(Craig i Campbell, 1978) ukljucuju¢i vec¢i broj sastavnih 1rinuk190tidnjh
sekvenci koje su prisutne u daleko vecem broju nego $to je minimalna kolici-
na potrebna za kodiranje odredenog proteina.

Promjena proteina

Nakon izlaska iz RER, sintetizirani proteini transportiraju se u Golgijev
aparat. Odredene promjene na tim proteinima, kao i sinteza nekih drugih
glavnih sastojaka mlijeka, (npr. laktoze) odvijaju se u Golgijevom aparatu
(Larson. 1979). Dodavanije prostetickih grupa odredenim proteinima, uklju-
cujuci fosfatne grupe kazeina (fosforilacija) i se¢erne dijelove (glikozilacija),
vierojatno se odvija u Golgijevom podrucju (Larsen i Jorgensen, 1974).
Brew je 1979. ukratko izlozio podatke koji su ukazali na to da je enzim gliko-
zil-transferaza lociran u Golgijevom podruc¢ju mlije¢ne sekretorne stanice.
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Slika 2. Biosinteza i sekrecija proteina mlijeka

Fosforilacija kazeina odvija se pomocu odredene kinaze. Turkington i
Topper (1966) proucavali su skupinu nefosforiliranih kazeina u mlijecnoj
stanici sto ukazuje da se fosforilacija serina i treonina u kazeinu, odvija na-
kon sinteze polipeptidnog lanca. lako ostali proteini kao 5to su f3-laktoglobu-
lin i a-laktoalbumin, takoder sadrze ove aminokiseline, fosforilacija kazeina
je specificna zbog rasporeda susjednih aminokiselina u sekvenci i prednosti
polozaja, koji proizlazi iz tercijarne strukture kazeina (Kaufmann i Hage -
meister, 1987).

Golgijevo podrucje je mjesto gdje se kalcij inkorporira u kazeinske mi-
cele, koje se takoder ovdje formiraju (Beery isur., 1971). Formiranje slozenih
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kazeinskih micela obavlja se nakon zavrsne sinteze. Agregacija kazeina i for-
miranje micela je spontan proces. On je rezultat medusobnog djelovanja tih
molekula i ionskog sastava sredine (Vujic¢ié, 1985).

Cijepanje polipeptidnog lanca pojedinih sekretornih proteina moze se
odvijati i u Golgijevom aparatu. Kako je ve¢ prije spomenuto, analiza amino-
kiselinske sekvence gamma-kazeina kravljeg mlijeka ukazuje da je gamma-
-kazein produkt cijepanja polipeptidnog lanca i fi-kazeina (Gordon i Gro-
ves, 1975).

Sekrecija mlijeka

Istrazivanja o sekreciji mlijecnih proteina, sintetiziranih u RER potvrdu-
ju nedjeljivost njihove sinteze od sinteze mlijeCne masti i laktoze. (slika 3)

\

Fm‘l TRANSFORMATIONS ond ACCUMULATION >

Gu:uannui TRANSFORMATIONS 3’
LG e Lo

MICELLES

Slika 3. Struktura dijela mlije¢ne sekretorne stanice

Sekretorni mjehuri¢i nadopunjavaju dio plazma-membrane koji je iz
gubljen formiranjem globule mlijeéne masti (Keenan i sur., 1974), to jasno
pokazuje u kojoj su mjeri medusobno povezani procesi sekrecije proteina,
mlije¢ne masti i laktoze. Morfoloski je dokazano da je membrana sekretornih
mijehurica identi¢éna plazma-membrani (Beery i sur., 1971).

Strujanje membrana i njenih sastavnih proteina predstavlja osnovni dio
u razumijevanju sinteze mlijeka. Endomembranska hipoteza i njena primjena
u mlije¢noj sekretornoj stanici (Keenan i sur, 1974) danas je najprihvatljivi-
ja. U ovom funkcionalnom konceptu strujanja membrana, funkcionalno su
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povezani jezgrin omotac, ER (SER i RER), Golgijev aparat, sekretorni mjehuri-
¢i i vréna plazma-membrana (Larson, 1979). Razvoj tehnika za izolaciju pod-
stani¢nih i membranskih frakcija (Keenan i sur., 1972, 1974) sa analizom nji-
hovih lipidnih i proteinskih sastojaka (uklju¢ujuc¢i i enzime) (Anderson i
("awson, 1975; Keenan i Huang, 1972; Keenan i sur,, 1974) predstavlja os-
novu za razumijevanja ovih veza.

U ovom konceptu za funkcionalnu stanicu u laktaciji, sastavni mem-
branski proteini i kompleksni lipidi sintetizirani su i/ili umetnuti u membra-
ne u jezgrinom omotacu i ER. Membrane ili njihovi odabrani dijeli¢i tran-
sportiraju se u Golgijev aparat gdje se dodaju novi proteinski i lipidni sastojci.
Vjerojatno su ti novi proteinski sastojci sintetizirani u Golgijevom podrucju.
ukljucujuéi enzime i transportne proteine koji su uklju¢eni u promjenu mli-
jeénih proteina, sintezu i inkorporaciju ostalih mlije¢nih sastojaka i sekreciju
sekretornih mjehuri¢a. Polizomi, koji su u mnogim tipovima stanica primjece-
ni u podrucju okruzenom Golgijevim membranama vjerojatno su polozZaji
sinteze ovih proteina (Elder i Morre, 1976). Golgijev aparat je sastavljen od
grupa membrana (cisterne) tanjurastih oblika, prema kojem se iz RER krecu
membrane i umetnuti produkti. Membranske tanjuraste ploce se preko glav-
nog odvoda progresivno premjestaju u cisternu gdje se odvija promjena sek-
retornih proteina zajedno sa sintezom i inkorporacijom drugih mlijecnih sas-
1ojaka. Sekretorni mjerhurici, u trenutku kada napustaju Golgijev aparat po-

. peno se povecavaju i krec¢u prema vrsnoj plazma-membrani. U fuziji s
plazma-membranom, sekretorni mjehuri¢i izluéuju svoj sadrzaj u lumen i
ujedno upotpunjuju izgubljene dijelove plazma-membrane (Larson, 1979)
Osnovna podrska ovom konceptu rezultat je analize slozenih lipidnih i enzi-
matskih sastojaka u ovim povezanim membranskim povrsinama (Keenan.
Freudenstein i Franke, 1977; Keenan i sur, 1978).

Alternativne hipoteze takoder krecu dalje od studija u ostalim sistemi-
ma (pankreas, jetra) koje se bave mehanizmima transporta sekretornih prote-
ina kroz sekretornu stanicu. Ovi mehanizmi uklju¢uju sudjelovanje primar-
nih mjehuri¢a koji se pokrecu direktno iz ER prema sekretornim mjehurici-
ma, direktne cijevaste veze izmedu ER i sekretornih mjehurica ili cisterni
(Keenan, 1974) i difuziju sintetiziranih sekretornih proteina kroz citoplazmu
(Lin i Chang, 1975). Danasnji podaci ukazuju na to da ovi mehanizmi ne mo-
gu biti glavni faktori u mlijecnoj sekretornoj stanici (Larson, 1979).

Ostali proteini mlijeka

U mlijeku se nalaze odredeni proteini koji po mjestu svog nastajanja ne
potjecu iz mlijecne Zlijezde i ¢ine 5—10% ukupne koli¢ine proteina kravljeg
mlijeka (Larson i Jongensen, 1974). Jedan od ovih proteina je serumalbu-
min, kojeg su izolirali Polis i sur. (1950) iz sirutke kravljeg mlijeka, i%a kojeg
je ustanovljeno da je identican serumalbuminu iz krvi. Drugu skupinu ¢ine
imunoglobulini (Ig). Od 5 grupa imunoglobulina (Ig) prisutnih u sisavaca, u
kravljem mlijeku su idéntificirani: 1gG, IgA, IgM i IgE (Eigel i sur., 1984).
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Prelazak serumalbumina iz krvi u mlije¢nu sekretornu stanicu nije u
potpunosti razjasnjen (Larson, 1979). Utvrdeno je da se transport krvnih
imunoglobulina prema laktacijskom sekretu odvija pomo¢u specificnog in-
tracelularnog transportnog mehanizma kroz sekretornu stanicu (Sasaki i
sur., 1977). U mlijeku krava najrasprostranjenije su IgG frakcije i to IgG, i IgG,
frakcija. U krvi goveda ove dvije frakcije sadrzane su u priblizno istim kolici-
nama. Medutim, kravlji kolostrum sadrzi 5—10 puta vise IgG, od IgG,, §to ide
u prilog modelu specifi¢nog transportnog mehanizma. Istrazivanja pokazuju
da mlije¢ne sekretorne stanice u goveda sadrZe specifi¢ne, razli¢ite vezivne
polozaje na svojim povrsinama za IgG, i IgG,, Sto je u svezi s njihovom kolici-
nom u kolostrumu i normalnom mlijeku (Sasaki i sur. 1977). Istrazivanja
(Rodewalad, 1973) o transportu ¢itavih proteina preko epitelne stani¢ne ba-
rijere u drugim sistemima (kao npr. crijevo, placenta) vode prema ponude-
nom mehanizmu koji pretpostavlja da vezivni poloZaji mogu biti koncentrira-
ni u odredenim podrué¢jima na bazalnoj membrani staniéne povrsine i da
proteini koji su vezani na tim poloZajima induciraju pinocitozu potiskujuci se
od tih polozZaja u stanicu i formiraju¢i mjehuri¢e obrubljene bazalnom mem-
branom. Ovi mjehuri¢i se krecu kroz stanicu ispustajuci svoj sadrzaj u vrhu
barijernog ruba. Ako je efikasan u mlije¢noj sekretornoj stanici, ovaj mehani-
zam ¢e zahtjevati vra¢anje izgubljenog dijela bazalne membrane (Larson,
1979).

Mlijeko sadrzi promjenjive koli¢ine stanica i stani¢nih dijelova. Proteini

u stanicama i stani¢nim dijelovima predstavljaju mnostvo staniénih enzima i
nesumnjivo pridonose raznolikim enzimskim aktivnostima u mlijeku (Gro-
ves, 1971; Jenness, 1974).

U mlijeku se nalaze i proteini sadrzani u raznim varijantama bijelih
krvnih zrnaca, a njihov broj ovisi o zdravstvenom stanju mlijecne Zzlijezde
(Newbould, 1974).

Zakljucak

Saznanja o sintezi i sekreciji proteina opéenito, a tako 1 proteina mlijeka
neprestano se mijenjaju i dopunjuju. Tome znacajno doprinosi razvitak novih
tehnika na podru¢ju molekularne biologije (in situ hibridisation, RFPL, PCR,
interspecific cell hybrid techniques, hypervariable minisatellite DNA sites,
itd..). Istrazivanja vezana za sintezu proteina, masti, laktoze i ostalih prirod-
nih sastojaka mlijeka zanimljiva su kako mljekarskim tako i stotarskim strué-
njacima.
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BIOSYNTHESIS AND SECRETION OF MILK PROTEINS
Summary

Biosynthesis and milk protein secretion, though essential in dairy scien-
ce have seldomly been discussed in research papers. Major milk protein com-
ponents, caseins, a-lactoalbumin and 8-lactoglobulin as well as some enzy-
mes, are synthesized and secreted by mammary epithelium. Others, like im-
munoglobulins, serum albumin and a number of minor proteins originating
from blood, are found in milk in small quantities. Biosynthesis of proteins in
the secretory cells of mammary epithelium is under genetic control and takes
place in the rough endoplasmatic reticulum (RER). On their way to the lumen,
passing through RER, Golgi apparatus and secretory vesicles, they undergo
posttranslation modifications.
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