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POLIMORFIZAM PROTEINA MLIJEKA U GOVEDA

Jasmina Lukad&-Ilavranek, I Curik, Dubravka Samarzija, N.Antunac, M. Posavi

Sazetak

Otkriéem novih tchnika (DNA-hibridizacija-RFLP, PCR, HPLC, imunoloske
metode koje se sluze monoklonskim antitijelima, 2 dimenzionalnom clektiroforezom,
itd...) moguée je utvrditi postojanje, do danas nepoznatih, genetskih varijanti i tako
prosiriti nasc znanjc o polimorfizmu proteina mlijcka. Razvoj clektroforetskih
metoda poveéava efikasnost, smanjujc cijenu odredivanja genetskih varijantiina taj
nain dajc mnogobrojne mogucnosti da sc teorctsko znanje o polimornosti iskoristi
u stoarstvu. U ovom radu sistematizirani su podaci o genctskim varijantama
protcina mlijeka u goveda:

- ukratko je opisana bioloska funkcija proteina koji pokazuju polimorfnost

- dat je prikaz otkriéa, do danas poznatih, genetskih varijanti

- prikazana jc primarna struktura po jedne genetske varijante za svaku frakciju
kazeina, alfa-laktoglobulina i beta-laktoglobulina te njihova veza (razlike u
aminokisclinama) s ostalim genctskim  varijantama.

- prikazani su moguci filogenctski odnosi genctskih varijanti

-iz literature su sakupljcni, tabelarno prikazani i razmatrani podaci o frekvencijama
genetskih varijanti

Polimorfizam genetskih varijanti protcina mlijeka moguéeje u stotarstvu viSestruko
iskoristiti §to nas obavezuje na odredivanje genetskih varijanti proteina mlijeka za
goveda Hrvatske.

Uvod

Za otkri¢e genetskog polimorfizma u goveda zahvaljujemo pojavi i razvoju
elektroforetskih tchnika (91). U novije vrijeme, nove tchnike DNA-hibridizacija-
RFLP (52, 83), PCR (80, 77, 98), imunolo3ke tchnike koje sc sluZe monoklonskim
antitijelima (86), pruZaju dodatno znanjc o genctskom polimorf{izmu u goveda.
Polimorfizam protcina mlijcka goveda, pored krvnih grupa, protcina i cnzima krvi,
daje veliku potencijalnu mogucnost upotrebe u stoarstvu. Moguca primjcna
polimorfizma u stofarstvu ukljucuje: odredivanje genctskih udaljenosti izmedu
pojedinih pasmina (39), filogenctske karakteristike pasmina (9, 47), stupanj varijabil-
nosti (86), zadtitu autorskih prava uzgajatclja (86), dokazivanje pedigrea (86). Kako
odredeni polimorfi utjetu i na proizvodne karakteristike goveda (4, 82), primjena
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polimorfizma znacajna je i za poboljSanje tih karakteristika (88, 86, 88). Takav utjccaj
odredenog polimorfa tumaci sc kao mogudi plciotropni ucinak, hetcrosis ucinak ili
vezanost pojedinih alelas kvantitativnim genima znacajnim za izraZenost proizvodnih
karakteristika (18). Pojedini polimor(i mogu biti smjctcni na istom kromosomu kao
i geni koji odreduju predispoziciju za odredenc bolesti, $tojeznalajno zaveterinarsku
medicinu (74). Znanjc o polimorfizmu moguce je iskoristitiiu istraZivanjimavezanim
za strukturu, funkciju i svojstva protcina za kojc je utvrdena polimorfnost (68), a nije
zancmariva ni mogucnost uvodenja strukturnih i modificiranih gcna u genomu
goveda kako bi s¢ proizveli radikalno drugadiji proizvodi, npr. nove vrste sireva (54,
53). Alelomorfi se mnogo primjenjuju i kao marker geni u mapiranju gcnoma goveda
(93).

Svrha ovog preglednog Clanka je sakupiti i sistematizirati znanje o polimor(izmu
protcina mlijcka goveda u odnosu na primarnu strukturu pojcdinih frakcija,
biokemijske razlike, moguce filogenctske odnose, nadin nasljcdivanja, distribuciju i
do danas poznate genetske varijante proteina mlijcka u goveda.

Opcenito o proteinima mlijeka koji pokazuju polimorfizam

Komponente mlijeka koje sadrze dusik (N) dijcle s¢ na [rakciju Cistih proteina,
kojih u mlijcku ima oko 3.2% i ncprotcinsku dui¢natu frakciju (NPN) koja u nasih
pasmina goveda iznosi 0.1- 0.2%. Glavne grupe protcina kravljeg mlijcka su alfas1-
Cn, alfas2- Cn, beta-Cn, k-Cn, alfa-laktalbumini, beta-laktoglobulini, scrum albumin
i imunoglobulini IgG1, 1gG2, IgA i IgM. Od protcina najzastupljcniji su kazeini koji
Cine 80% ukupnih proteina, a u mlijeku se nalaze u obliku kazcinskih micela razlicitih
veliCina. Za mlade Zivotinje kazein predstavlja izvor dusika (N)ibitnih aminokisclina
potrebnih u njihovom razvoju. Isto tako kazcin na scbe veze visoke koncentracije Ca
i P koje su potrebne za normalno odvijanje ostcosinteze u mladih Zivotinja (17).

Proteini sirutke zaostaju otopljcni u mlije¢nom scrumu ili sirutki nakon
precipitacije kazcina kod vrijednosti pH 4.6 i temperature 20°C (34). U grupu
protecina sirutke svrstavamo alfa-laktalbumin, beta-laktoglobulin, scrum albumin,
imunoglobuline i protcaze peptona. Za razliku od kazcina, alfa-laktalbumin i beta-
laktoglobulin se nalazc u globularnom obliku, §to ih &ini otpornim na djclovanje
proteinaza. Uloga alfa-laktalbumina je regulacija aktivnosti galaktozil transferaze u
mlijecnoj Zlijezdi, enzima znacajnog u sintezi laktoze (33, 55). Smatra se da je beta-
laktoglobulin retinol-vezani protein koji u mladih Zivolinja olakSava apsorpciju
vitamina A (78,79). Imunoglobulini i scrum albumin dolaze u mlijcko iz krvi,a njihov
polimorfizam naj¢cS¢c razmatramo u sklopu polimorfizma proteina krvi pa u
daljnjem tckstu ncée biti obradivani.

Gencticke varijante tj. polimorfi svakog homolognog protcina oznacavaju se
velikim latinskim slovom i to nakon oznake za odredenu [rakciju npr. alfas1-Cn A.
Veliko latinsko slovo ne treba upotrijebiti za sve varijante koje pokazuju razligito
elektroforetsko kretanje, ve¢ za one geneticke varijante za koje je dokazano da se
razlikuju samo u jednoj ili nckoliko amino kisclina od osnovnog polipeptidnog lanca
(34).
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a) alfasl-kazein (alfasl-Cn)

Danas je poznato pet razlicitih genctskih varijanti alfasl-kazeina: A, D, B, C i
(E). Znamo da A, B, Ci D varijantu kontroliraju 4 alcla istog autosomalnog lokusa
s djelovanjem bez dominacije pa fenotipovi odgovaraju genotipovima, tj. A (A/A),
AB (A/B), B (B/B), AC (A/C), itd... (64).

Za otkriée polimorfizma alfas1-kazcina zasluZni su Thompson i sur. (1962.)
(92) koji su otkrili postojanje A i B varijante, a usuradnjis Aschaffenburgom i
Cvarijantu alfas1-kazcina (92), (56). Postojanje D varijantc otkrilisu Grosclaude
i sur. (1966.) (40) u pasmini Flamandec. Varijanta E pronadcna je u predjelima Nepala
u mlijeku jaka (Bos grunnicns) (43). Otkri¢a genctskih varijanti alfasl-kazeina
prikazana su na tablici 1.

Tab, 1 - PREGLED OTKRICA POJEDINIH VARIJANTI ALFAS1-KAZEINA

Varijanta Godina otkri¢a lzvor Pasmina
A 1962 92 Holstein (S.A.D)
92 R. D. M. (Danska crvena)
B 1962 92 Zapadnoevropske pasmine
C 1962 92 Zebu (India)
D 1966 40 Flamande (Francuska)
E 1976 43 Jak

Osnovna varijanta evropskih pasmina alfas1-Cn B sastoji se od 199
aminokiselina, njenu primarnu strukturu prvi su odredili Mercier isur. (1971.)
(73), a njcna primarna struktura prikazana jc na shemi 1.

Razlikc izmedu pojedinih varijanti o€ituju sc u supstituciji odredenih
aminokiselina, kao posljedice mutacije strukturnih gena izazvanih zamjenom jednog
nukleotida. Iznimka je varijanta A za koju je karakteristiCan nedostatak 13
aminokiselina uzrokovan kromosomskom mutacijom tj. delecijom (gubitak jednog
dijela kromosoma). Biokemijske razlike izmedu genctskih varijanti alfas1- kazeina
prikazane su na shemi 1.

Postoji pretpostavka da je varijanta alfas1-Cn C nastala prvobitno, a da su sve
ostale varijante nastale iz C varijantc kao posljedica evolucije (47). Na shemi 2
prikazan je mogu¢i filogenctski nastanak genetskih varijanti alfas1-kazeina.
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Shema 1. - PRIMARNA STRUKTURA ALFAS1-CN B (MERCIER | SUR. 1971.) (73) MODIFICIRANO)
-PRILOZENI "P* PREDSTAVLJAJU POLOZAJE FOSFORILACIJE.

io 14
N.Arg-Pro-Lys-His-Pro-Ilc-His—GIn—Gly-Lev-Pro-Gln-Glu-Fal-Leu-

20 a5 30
Asn=-G lu=Asn=-Lev-Lev=-Arg=-Fhe-Phe-Val=A la=Pro-Phe~FPro-Gln-¥al-Fhe-
( 14-26 odautan kod varijante A )

40 41
Gly-Lys-Glu-Lys-Val-Asn—Clu—-Lev-Ser-Lys-Asp-1le—Gly-Ser-Glu-Ser—

P (asl-CN B-9P) P P
v
s0 53 59 &0

Thr-Glu-Asp=-Gln=-Ala-Met—Glu-Asp—I le-Lys—GIn—Mect—Gju-A la—Gluv-Ser-

( 53 ThrP varijanta D ) ( 59 Lys varijanta E ) l

[ 4

70 X0
Ile-Ser-Ser-Ser—-Glu-Glu-1le-Val-Pro-Asn-Ser-Val-Glu—-Gln-Lys-Ris-

P P P Pr
90
1le<Gln-Lys—Glu-Arp-¥al-Pro-Ser-Gluv—Arg-Tyr-Leu—Gly-Tyr-Lev—Glu-

100 rio
Gln-Leu-Lev-Arg-lLeu-Lye~Lys-Tyc-Lye-Val-Pro-Gln-Lev—Glu-]le=Val-

120
Pro-Asn-Ser-Ala—Glo-Glu-Arg-Leu-Bis-Scr-Mct-Lys-Glu-Cly-1]lo-Hia-

|

P
130 140
Ala=Gln~Gln-Lys~Glu-Pro—Met=] le=Gly-Val-Aen—GIn—Glu-Leu=Ala=Tyr—

150 : 160
Phe-Tyr—FPro—Glu-Leu-Phe-Arg-Gln-Phe-Tyr—Gln-Lev-Asp-Ala-Tyr—-Pro-

170
Ser-Gly-Ala-Tep-Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu—Gly-Thr—Gin-Tyr-Thr-Asp—4 Ia-

130 190 192
Pro-Ser-Phe-8er—Asp-I le—Pro-Asn—Pro—I le-Gly-Ser—Glu-Asn-Ser—G lu-
( 192 Gly varijanta C i E )
199
Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu—Trp-.0H
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Shema 2. - FILOGENETSKI ODNOSI ZA ALFAS1-KAZEINSKE VARWANTE. (GROSCLAUDE,
1988., MODIFICIRANO)

asl-Cn C

192 Gly u Glu delecija: 14 do 26
B A
GGA/C/G/U u GAA/G *
53 Ala u Thr-P
D
GCA/C/G/U u ACA/C/G/U
59 Gln u Leu
E

CAA/G u AAA/G

* Moguéi mRNA kodoni za aminokiscline razliitih genctskih varijanti, a na ovoj tablici nalaze se ispod crte
koja pretstavlja filogenetsku povezanost odredenih varijanti.

Frekvencija gena tj. raspored pojedinih genctskih varijanti razlikuje se od pas-
mine do pasminc i dok sc ncke varijante pretezno pojavljuju u svim pasminama,
postoje varijantc koje sc pojavljuju rijetko, a karakteristiéne su samo za odredene
pasmine. Na tablici 2 prikazanc su frckvencije alela kontroliranih alfas1-Cn lokusom.

Tab. 2. - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU ALFAS1-KAZEINA.

; : i Frekven- Frekven- .
Pasmina Godina Zemlja BT lzvor cija B ciia C Ostali
Crvenosara
(Abondance) 1985. Francuska 127 47 0.78 0.22
Flamandska _
(Flamande) 1971. Francuska 298 47 0.80 0.12 D=0.08
Holstajn
(Holstein) 1967. Francuska 281 47 0.97 0.03 A<0,01
Holstajn -
(Holstein) 1968. SAD >400 94 0.91 0.05 A=0.04
Holstajn
(Holstein) 1990. SAD 1152 94 0.99 0.01
Holstajn A=0.003
(Holstein) 1984, Kanada 1687 76 0.97 0.03
Jersey 1984. Australija 308 71 0.63 0.38
Jersey 1966. Danska 142 9 0.95 0.05
Jersey 1985. Danska 157 10 0.70 0.30
Jersey 1968. SAD 387 94 0.77 0.23
Jersey 1990. SAD 172 94 0.68 0.32
Guernsey 1968. SAD >200 94 0.65 0.35
Guernsey 1974, SAD 5819 99 0.74 0.26
Guernsey 1989. SAD 40 94 0.88 0.12
Smeda (Brown
Swiss) 1970. SAD >259 94 0.98 0.02
Smeda (Brown
Swiss) 1980. SAD 50 94 0.86 0.14
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Frekven- Frekven- Ostali

Pasmina Godina Zemlja BT lzvor ciia B cija C
Creenadaneks  1og6; Danska 282 9 o098 001 A=0005
(RDM)

Crvenadanska  4ogs. Dansic 169 0 088 000 C=0008
{HDM) L anska 8 ¥ =0.
Danska C=0.004
crnodara (SDM)  1966.  Danska 118 9 1.00 0.00
Danska

crnosara (SDM) 1985. Danska 223 10 0.97 1.03
Frizijska i

(Friesian) 1984. Australija 260 71 0.96 0.04
Simentalac =

(6eske strakate) 1967. Ces.i Sl 611 65 0.86 0.14
Simentalac g

(Geske strakate) 1983 Ced. isl 337 65 0.91 0.09
Crvenosara -

furlanska (PRF) 1985. ltalija 200 30 0.91 0.09
Crvenobijela ;

(NCB) 1987. Poljska 82 63 0.96 0.04
Simentalac

(Magyartarka) 1964. Madarska 151 9 0.93 0.07
Simentalac :

(Simentalska) 1986. Poljska T 62 0.95 0.05
Busa 1964. Jugoslavija 28 2] 0.79 0.21
Crvenobijela :

(NCB) 1986. Poljska 229 62 0.93 0.07
Siva (Grigio i

Alpina) 1979. ltalija 172 32 0.74 0.26
CrvenoSara . ”

(Rotbunte) 1989. Njemacka 2510 61 0.90 0.10
Simentalac .

(Fleckvieh) 1989. Njemacka 1706 61 0.90 0.10
Frizijska ; % A=0.001
(Friesian) 1989. Njemacka 5793 61 0.98 0.02
Crvena

njemadka 1989. Njemacka 273 61 0.99 0.01
(Angler)

Smeda : Y

(Braunvieh) 1989. Njemacka 290 61 0.94 0.06
Crnosara (Pie a

noire) 1990. Belgija 215 61 0.98 0.02
Crvenosara (Pie i

rouge) 1990. Belgija 207 61 0.94 0.06
Plavobljela 1990. Belgija 215 61 096 004

(Bleu Blan Bel)
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Frekven- Frekven- Ostali

Pasmina Godina Zemlja BT lzvor cija B cija C
%&g‘ﬁ:’r‘:ﬁ; ] 1990. Belgija 193 61 0.92 0.08
Baladi 1986. Egipat 70 110 0.56 0.44
Zebu:

Africander 1966. JAR 38 9 0.01 0.99
Ngoni 1966. JAR 60 9 0.86 0.14
Tharaparkar 1968. Indija 71 9 0.05 0.95
Desi 1968. Indija 56 9 0.06 0.94
Hariana 1968. Indija 72 9 0.21 0.79

Varijanta A alfas1-Cn vrlo je rijetka, a najéeSce je nalazimo u Holstein pasmini.
Smatrase da jc za prisutnost ove varijantc najzasluZnija jedna krvna linija porijcklom
iz Michigan-a (56).

U ekonomski znaCajnim pasminama najzastupljcnijc su dvije varijante, varijanta
B ¢iji je alel preteZno zastupljen s frckvencijom od oko 70-99% i varijanta C Ciji alcl
dopunjuje frckvenciju alela B do 100%. Velika zastupljenost varijante Cvezana je za
indijske pasmine, kojc s¢ u Europi ckonomski nc iskoriStavaju, a velika je razlika u
frekvencijama ovih pasmina u odnosu na curopske.

Karakteristi¢na za ncke francuske i talijanske pasmine, varijanta D pojavljuje se
u vrlo niskim frekvencijama (47).

b) alfas2-kazein (alfas2-Cn)

Polimorfizam alfas2-kazcina oCitujc sc u 4 varijantc: A, B, Ci D. Dokazano je da
dva alcla na autosomalnom lokusu kontroliraju varijantc A i D, a odnos tih alcla je
intermedijaran tj. kodominantan (46).

OtkriCe primarne strukturcalfas2-kazeina (23, 24) uzrokovalo jc odredenc prom-
jene u nomcenklaturi proteina mlijeka. Druge komponente proteina mlijeka, prije
klasificirane kao alfas3-, alfas4,- alfas5 i alfas6, klasificiranc su po novoj klasifikaciji
kao alfas2-kazcin, a smatra sc da sc razlikuju samo u stupnju fosforilacijc (34).

Grosclaude isur. (44) otkrili su postojanje A, B i C varijantc alfas2-kazeina,
a dvije godine kasnije i varijantu D. Otkri¢a genetskih varijanti alfas2-kazeina
prikazana su na tablici 3.

Tab. 3 - PREGLED OTKRICA GENETSKIH VARIJANTI ALFAS2-KAZEINA.

Varijanta Godina lzvor Pasmina
A 1976. 44  Bos taurus & indicus (Nepal)
B 1976. 44  Bos grunniens (Nepal)
C 1976. 44  Vosigiene (Francuska)
D 1978. 45  Montbeliarde (Francuska)
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Najucestalija varijanta alfas2-Cn A sastoji sc od 207 aminokisclina (23, 24), a
njena primarna struktura nalazi sc na shemi 3

Shema 3. - PRIMARNA STRUKTURA ALFAS2-CN A (BRIGNON | SUR. (1966. | 1967.) (23, 24),
MODIFICIRANO). DIO AMINOKISELINA KOJI JE PRILOZEN U ZAGRADAMA PREDSTAVLJA MOGUCI
DIO AMINOKISELINA VARIJANTE D, A KOJI NEDOSTAJE. POKUSOM JE UTVRJENO 11 FOS-
FORILIRANIH SERINSKIH OSTATAKA, A OVDJE SU PRIKAZANI SA "P" (24).

10
HN.Lys-Agn-Thr-Met-Glu-lis-Val-Ser-Ser-Ser-Glu—-Glu-Ser=[le=Ile-
P P P
20 aa
Ser=GIn=-Glu=-Thr=-Tyr=Lys-Gin-Glu-Lys-Acn-Met=Afla=1 le-Asn-Pr@-Ser—
P
40
Lya-Glu-Asn-Lev-Cys-Ser-Thr-Phe-Cys-Lye—Glu-Val-Val-Arg-AcmAla-

S0 51 52 8 59 &0
Agn—Glu=(Glu={Glu=({Tyr=8Ser=I Je~Gly-Ser-Ser-Ser)—Glu)—Glu)-Fer=
( 50-58 ili $1-59 ili 52-60 A I

odsutan kod varijante D ) | Y P
70

Ala~Glu-Val-Ala-Thr—Glu-Glu-Val-Lys-[le-Thr-Val-Asp-Asp-Lys-His-

0 &7 S0
Tyr—Gln-Lys-Ala-Leuv-Asn-Glv-1le-Asn-GIn=-Phe-Tyr—&In-lLys-Fhe-Pro—

roo
GIn-Tyr-Lev-Gln-Tyr—Leu-Tyr-GIln—-Gly-Pro-1le-¥al-Leu-Asn-Pro-Trp—

ra 120
Asp-Gin-Val-Lys-Arg-Asn-Ala-Val-Pro-I le=-Thr=-Pro-Thr-Lev-Asn-Arg=-

130 140
Glu=GIn-Leu-Ser-Thr-Ser-Glu—Glu-Asn-Scr-Lys-Lys-Thr—Val-Asp-Met-

P P
150
Glu-Ser-Thr-Glu-VYal-Phe-Thr-Lys-Lys-Thr=-Lys-Leo-Thr-Glu—Glu—Glu-

P
160 170

Lys-Asn-Arg-Leu-Arn—Fhe-lLev-Lyr-Lys-Ile-Ser—Gln-Arg-Tyr—Gln-Lys=-

150
Phe—Ala~Leu-Fro-Gln-Tyr-Leu-Lys-Thr-Val-Tyr—Gln-His-Gln-Lyrs-Ala-

190 200
Met-Lys-Fro-Trp—Ile= GIn-Pro-Lys-Thr-Lys-¥Yal-Ile-Pro-Tyr—V¥al-Arg-

207
Tyr—Lev.ON

* Pomo¢u cDNA kodiranja utvrdeno je da se na mjestu 87 polipeptidnog lanca alfas2-Cn umjesto ranije
navedene Glu nalazi GIn aminokisclina (90).
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.

Varijanta D razlikujc sc od varijantc A po ncdostatku kisclog nonapeptida koji
‘se sastoji i od tri fosforilirana ostatka. Do sada nije bilo moguce to¢no utvrditi kojih
devet aminokisclina ncdostaje, medutim, danas sc zna da je to ncdostatak
aminokiselina od 51-59. mjesta u polipeptidnom lancu (61) na tablici 4.

Razlika izmcdu A i D varijante nastala je uslijed kromosomske mutacije
(delecija). Biokemijske razlike i filogenetski odnos izmedu A i D genctske varijante,
prikazan je na shemi 4.

Shema 4. - BIOKEMIJSKE RAZLIKE | FILOGENETSKI ODNOSI ZA ALFAS2- KAZEINSKE VARIJANTE.
GROSCLAUDE, 1988., MODIFICIRANO PREMA (61).

delecija 51-59
as2-Cn A D

U europskim pasminama preteZno je zastupljena varijanta A koja je gotovo
monomorfna, a izuzctak ¢ini varijanta D otkrivena u francuskoj pasmini Vosgicnne
i Montbeliarde. Ostale varijante otkrivene su, do sada, samo u zebu i jak goveda (47).
Pregled frekvencija prikazan je na tablici 5, a broj prikazanih frckvencija ogranicen
je ¢injenicom da je u mnogim pasminama utvrdena 100% zastupljenost genetske
varijante A, koju mnogi autori u svojim radovima nisu prikazivali.

Tab. 5 - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU ALFAS2-KAZEINA.

Frekvencija

Pasmina Godina Zemlja BT lzvor A = Ostali
Abondance 1985.  Francuska 127 47 1

Normande 1972, Francuska 318 47 1

Montbeliarde 1976.  Francuska 646 47 0,99 0,01

Vosgienne 1975. Francuska 246 47 0,91 0,09

c) beta-kazein (beta-Cn)

Spominje se 12 genetskih varijanti beta-kazeina: Al, A2, A3, A3 Mongolie, A4,
A, B, B2, Bz, C, D i E. U alkalnom gclu koji sadrZi urcu, migracija ide ovim redom
Al = A2 = A3 >B >D, E >C,a ukisclom mediju C >B =D >Al = E >A2 >A3
(59). Pet alela istog lokusa kontroliraju pet varijanti beta-kazeina (Al, A2, A3, B i
C) (64).

Veé 1961. Aschaffenburg (7) je clektroforezom u luZnatom gelu otkrio
postojanje A, B i Cvarijante beta-kazceina. Pet godina kasnije Kiddy isur. (1966.)
(57) otkrili su, elcktroforezom u kisclom mediju, da varijantu A Cine tri varijante.
Kako su ove tri varijante do tada svrstavane u varijantu A, odlueno je da se
oznalavaju kao Al, A2 i A3 varijante. U istraZivanju genetskih varijanti zebu goveda
otkrivena je D varijanta (8). Voglino je 1972. (95) pronaao E varijantu beta-
kazeina.

U frakciji beta-kazeina postoji odreden broj varijanti &ija primarna struktura
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(redoslijed aminokisclina u polipeptidnom lancu) nije odredena, $to dovodi njihovo
postojanje u sumnju i onc s¢ u sluZbenoj nomenklaturi ne navode ili se samo
spominju. Smatra s¢ da je potrebno jo§ dokaznog matcrijala da bi se ove varijante
prihvatile u nomenklaturi. Abe i sur. (1975.) (1) prijavili su A’ varijantu, a
Grosclaude isur. (1982. citat 47) A3 Mongolic varijantu. Kod banteg goveda
(Bos javanicus) primijeceno je postojanje varijante A4, koja pokazuje nesto manju
mobilnost u kisclim uvjctima u odnosu na varijantu A3 (13). Creamer i
Richardson (1975.) registrirali su novu varijantu, koju su imenovali B2 (27). U
nomenklaturi navedena Bz varijanta otkrivena je samo kod zebu goveda (8), no njeno
postojanje dovedeno je u sumnju (34). Otkrica gencetskih varijanti beta-kazeina za
koje je poznata primarna struktura prikazana su na tablici 6.

Tablica 6. PREGLED OTKRICA POJEDINIH VARIJANTI BETA-KAZEINA (BETA- Cn)

Varijanta Godina lzvor Pasmina
B-Cn A 1961, 7 (tadaA = A1, A2, A3 ,

Holstein (S. A. D.) Frisian (V. B.) Normande

At 1908, 7 (Francuska)
Holstein (S. A. D.) Frisian (V. B.) Normande

A2 1966. 57 (Franouska)

A3 1966. 57 Holstein (S. A. D.) Frisian (V. B.) Normande
(Francuska)

B 1961, 7 Jersey i Gernsey (V. B.)

C 1961. 7 Gernsey (V. B.)

D 1968. 8 Deshis (India) Borans (Kenija)

E 1972, 95  Piedmont (ltalija)

Primarnu strukturu beta-kazeina, poredak od 204 aminokisclina u polipeptid-
nom lancu, razjasnili su Ribadcau i sur. (41, 81), a ona je prikazana na shemi 5.

Razlike izmedu pojedinih genetskih varijanti nastale su aminokiselinskom
supstitucijom uslijed mutacija strukturnih gena. Zanimljivo je da zamjena Glu u Lys
na mjestu 37 u polipeptidnom lancu kojom je nastala varijanta C uzrokuje i odsutnost
fosfora kod Ser na mjestu 35 u polipeptidnom lancu. Biokemijske razlike izmedu
genetskih varijanti beta-kazeina prikazanc su na shemi 5.
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Shema 5 - PRIMARNA STRUKTURA BETA-CN A2 (RIBADEAU | SUR. (41, 81), MODIFICIRANO).
PODCRTANE AMINOKISELINE SU ONE KOJE SE RAZLIKUJU KOD POJEDINE GENETSKE
VARIJANTE (OD A1, A3, B, C | D). ZNAK -*- OZNACAVA MJESTO GDJE DJELUJE PROTEOLITICKI
ENZIM MLIJEKA PO IMENU PLAZMIN KOJI JE ODGOVORAN ZA STVARANJE BETA-CN FRAG-
MENATA PRISUTNIH U MLIJEKU.

10
H.Arg—6lu-Leu—Glu-Glu=-Leu-Agn-Val-Pro-Gly—Glu-1le-¥al—Glu-Ser-

r

Egama knzeini
18 20 23 | 29 a0

Leu-Ser—Ser-Ser-Glu-Glu-Ser-1 le-Thr-Acg-11e-Asn-Lys-*-Lye=1Ile~

| l | (18 Lyr varimnta D)

L S

35 36 37 40

Glu-Lys-Phe—Gln-Ser—Glu~Glu-Gln-GIn-Gln-Thr-Glu-Asp—Glu-Leu~Gln-
(35 ser, 36 L= | (37 Lys varijanta C)
varijanta E) P

S0 &0
Asp—Lys—!le-His-Pro-Phe-Ala—Gln-Thr—Gln-Ser—Leu-Val-Tyr-Pro-Fhe-

67 70
Pro—Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Scr-Leu-Pro-Gln-Asn-1le-Pro-Pro-Lev-Thr-
(67 Nig varijante C, Al i B)
0 20
-Gin-Thr-FPro-Val-¥al-¥al-Pro-Pro-Phe-Leu—GIn-Pro—Glu-Val-Met-Gly=-

karcini R, T§ B

100 105 106 107 | 108
¥al-Ser—Lyr-VYal-Lys—Glu-Ala-Net-Ala-Pro-Lys-*-Higs-Lyr=*=Glu-Met-
| (106 GIn

kazeini §,T8 A2 varijanta A3)

1o 120 122
Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-¥al-6GIn-Pro-Phe-Thr-Glu-Ser—Gln-Ser-Leu-
(122 Acg varijanta B)

130 140
The-Leu-Thr-Asp-Val-Glu-Asn-Lev-Nis-Leu-Pro-Pro-Leu-Leu-Leu-Gln-

150
Ser-Trp-Met-Hir-Gln-Pro-Nia—Gln-Pro-Leuv-Pro-Fro-Thr-Val-Mct-Fhe~

160
Pro-Pro-GlIn-Ser-Val-Leu-Scr-Pro—Gin-Arg-Asp-Met-Pro-Ile-GIn-Ala=-

190 200
Phe-lLeu-Leu-Tyr-Gln—Gln-Pro-Val-Leo—Gly-Pro-Val-Arg-Gly-Fro-Fhe-

209
Pro-1le-1le-¥al.0H
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Varijanta A2 smatra sc "divljim tipom" iz kojcg su nastale sve ostale varijante.
Moguc¢i filogenetski odnosi izmedu genetskih varijanti beta-kazeina nalaze se na
shemi 6.

Shema 6. - MOGUCI FILOGENETSKI ODNOS!I GENETSKIH VARIJANTI BETA- KAZEINA.
(GROSCLAUDE, 1988., MODIFICIRANO)

122 Ser u Arg

B
AGC/U u AGA/G ili CGC/U
67 Pro u His 37 Glu u Lys + 35 SerP u Ser
Al C
CCC/U u CAC/U GAA/G u AAAJG

106 His v Gin
B-Cn A2 Al
CALC/U u CAA/G

18 SerP u Lys

AGC/U ili UCA/C/G/U u AAA/G

36 Glu u Lys

GAA/G u AAA/G

Opcenito, nc samo kod pasmina koje se intenzivno ckonomski iskoristavaju veé
i kod rjedih pasmina i zcbu goveda, najucestalije su Al i A2 varijante. Iako rijetko
zastupljena, a i tada u niskoj frckvenciji (do 5%), varijanta A3 pojavljuje se u
odredenom broju pasmina Sirom svijcta (9, 47). U vecini pasmina varijanta B za-
stupljena je u niskoj [rckvenciji, a najznacajnije iznimke su Jersey, Normande, Brown
Swiss (tablica 8) te ncke planinske pasmine zapadne Europe (47). PreteZno u istim
pasminama nalazimo varijantu C, uz napomcnu, da jc ova varijanta prisutna u
Guernsey goveda, a ncma je u Jersey goveda dok je B varijanta visoko zastupljena kod
Jersey-a, a vrlo nisko kod Gucrnscy-a. Varijantu D nalazimo rijctko, i to samo u zebu
goveda (8, 9), dok je varijanta E registrirana kod Picdmont-a gdje se pojavljuje u
niskoj frekvenciji (95). Postojanjc ostalih varijanti je pod upitnikom, a osim toga sve
one zastupljene su u niskim frekvencijama pasmina u kojima su uodene. Prikaz
frekvencija genctskih varijanti beta-kazeina nalazi sc na tablici 8.
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Tab. 8 - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU BETA-KAZEINA

Go- Frekvencija
dina

Pasmina Al A2 B C Ostali

Zemlja BT lzvor

g:::gii’:e) 1985. Francuska 127 47 042 079 007 0.02

Bijelocrvena

(Flamande) 1971. Francuska 298 47 041 0.53 0.06
Crno$ara
(Breton P. N.) 1985. Francuska 83 47 031 055 004 0.10

Normandijska 1!
(Normande) 1972. Francuska 318 47 019 0.29 0.47 0.01 A3=0.04

Holstajn _
(Holstein) 1967. Francuska 281 47 0.53 0.45 0.01 . A3=0.01
Holstajn :
(Holstein) 1967. SAD 754 56 0.31 0.62 0.02 A3=0.05
Holstajn _
(Holstein) 1984. Kanada 1687 76 056 042 A3=0.01
Holstajn

(Holstein) 1990. SAD 1152 94 0.43 0.55 0.02

Jersey 1968. SAD 387 56 0.22 0.49 0.29

Jersey 1990. SAD 172 94 017 050 033

Jersey 1985. Danska 157 10 0.07 0.58 0.35

Jersey 1984. Australija 308 71 007 056 036

Guernsey 1968. SAD 200+ 56 0.01 0.97 0.01

Guernsey 1989. SAD 40 94 096 0.04

Smeda

(Brown Swiss) 1990, SAD 50 94 0.18 0.66 0.16

Frizijska " -
(Friesian) 1984. Australija 260 71 0.63 0.35 0.03 A3=0.004
Crvena

danska (RDM) 1985. Danska 169 10 071 023 0.06

Danska

crnosara 1985. Danska 223 10 0.55 0.39 0.03 A3=0.03
(SDM)

Crvenodara

furlanska 1985. ltalija 200 30 0.24 0.66 0.07 0.03

(PRF)

Crnosara : -
(Schwarzbunte) 1990. Njemacka 614 74 0.54 0.36 0.10 A3=0,004
Crvenodara .

(Rotbunte) 1989. Njemacka 2510 61 0.63 0.23 A3=0.07

Simentalac ;
(Fleckvieh) 1989. Njemacka 1706 61 0.30 0.59 0.09 0.02 A3=0.01

'(",_5’:;’;’:;) 1989. Njematka 5793 61 054 040 0.06 A3=0.01

Nastavak tablice 8 na slijede€oj strani
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Pasmina SO' ftokvanciin Al A2 B c Ostali
na Zemlja BT lzvor

Crvena
njemacka 1989. Njemacka 273 61 067 020 0.13
(Angler)
Smeda ;
(Brauvieh) 1989. Njemacka 290 61 014 065 019 002
s;g:fa’a (Pie 4990 Belgija 215 61 051 042 006 A3=0.01
Crvenosara i
(Pie rouge) 1990. Belgija 207 61 0.65 0.27 0.04 A3=0.04
Plavobijela
(Bleu Blan 1990. Belgija 215 61 044 046 0.09 A3=0.02
Bel)
Bijelocrvena 4095  Beigiia 196 61 028 074 0.04 A3=0.01

(Blanc rouge)

d) k-kazein (k-Cn)

Za k-kazein poznate su Cetiri genctske varijante i to A, B, Ci E. Varijante A, B,
C i E nasljcduju sc kao autosomalni alcli s intermedijarnom ckspresijom (32, 35).

Schmidt (1964.) (85), Ncclin (1964.) (75) i Woychik (1964.) (96, 97)
upozorili su na postojanje A i B varijante k-kazeina. O prisustvu C varijante pisali su
Di Stasio i Merlin (32), Mariani (1983.) (66), Scibert (1987.) (84), Er-
+hardt (1989.) (35) i Snoj (1992.) (87). Mcdutim, istraZivanja koja ¢e utvrditi
biokemijsku razliku ove varijantc od ostalih varijanti nisu jo§ zavr§cna. Erhardt i
Senft (1989.) (36) spominju prisutnost E varijantc,a Schlicben i sur. (1991.)
(83) utvrdilisu razliku ove varijantc od A i B varijantc na biokemijskoj razini. Otkrica
genetskih varijanti k- kazcina nalaze se na tablici 9.

Tab, 9 - PREGLED OTKRICA POJEDINIH VARIJANTI K-KAZEINA

Varijanta Godina otkrica lzvor Pasmina
A 1964. 85 Frisian,MRIJ,Holstein
96 Hol,Gue,Jer,BWS, Ayr
B 1964, 85 Frisian,Holstein
. 96 Hol,Gue,Jer, BWS, Ayr
C 1979. 31 Tiroler Grauvieh
E 1987. 36 GRP,GBP i Angeln

Stvarne strukture minornih komponcenti k-kazcina, koje uz glavnu komponentu
k-kazeina pripadaju kazcinskoj porodici, nisu jo3 poznate (34).

Primarnu strukturu k-kazeina ustanovilisu Mercier isur. (1973.) (72), sastoji
se od 169 aminokisclina, a prikazana je na shemi 7.
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Shema 7 - PRIMARNA STRUKTURA K-CN BETA-1P GOVEDA (72). ZNAK -*- OZNACAVA MJESTO NA
KOJE DJELUJE PROTEOLITICKI ENZIM HIMOZIN (RENIN), MODIFICIRANO.

10
PyroGlu-Glu—Gln-Asn—Gln-Glu=Gln-Pro-I1lc-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp—Glu—

20 a0
Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-lys-Ilc-Ala-Lys-Tyr-I1le-Pro-Ile—Gln-Tyr-Val~-

40
lLeu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Scc-Tyr—-Gly-Leu-Asn-Tyr-Tyr-Gln—Gln-Lys-Pro-

50 60
¥al-Ala-Leu-1lc-Asn—-Asn—GIn-FPhe-Leu-Pro-Tyc-Pro-Tyr-Tyr-Ala-Lys-

70
Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-1le-Leu-Gln-Trp-Gin-Val-Leu-

20 90
Ser-Asp-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys—GIn-A la=G In-Pro-Thr—Thr-Met—-

100 105 106 110
Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe-t-Mct-Ala-I le~Pro-FPro-

120
Lys-Asn-Gln-Asp-Lys-The~Glu=~Ile~Pro-Thr-1le-Asn-Thr-Ile-Ala-Sec—

130 131 136 140
Gly—Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro~Thr-[le~Glu-Ala-Val~Glu-Ser-The—Val~-
(136 Thr varijante A i E)

148 150 155
Ala-Thr-Leu-Glu-Ala-Ser-Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile~
(148 Asp varijante ] (155 Gly Varijanta E)
A iE) P
160 169

Agn=Thr-¥al-Gln-VYal-Thr-Ser-Thr-Ala-Val.0Oh

Varijanta A razlikuje sc od B varijantc po supstituciji Asp umjesto Ala (pozicija
148) i Thr umjesto Ile (pozicija 136), a od varijante E po supstituciji Ser umjesto Gly
(pozicija 155). Ako promatramo nuklcotide razlike su jo§ vece (83,3).

Grosclaude (1988.) (47) smatra da jec varijanta k-Cn A prvobitno nastala
varijanta k-kazcin lokusa. Mogudi filogenetski odnos genctskih varijanti k-kazeina
prikazan je na shemi 8. Interesantna je moguca cvolucijska povezanost k-kazeina s
g-lancem fibrinogena, protcina koji sudjelujc u procesu zgruSavanja krvi (3). Osim
toga, postoji i izvjesna sli¢nost izmedu procesa zgruSavanja krvi i procesa u kojem se
stvara sirni grus.
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Shema 8 - MOGUCI FILOGENETSKI ODNOSI GENETSKIH VARIJANTI K-KAZEINA, (GROSCLAUDE
1988., MODIFICIRANO).

136 Thr u Ile. 148 Asp u Ala
k-Cn A B
ACA/C/U u AUA/C/U. GAC/U u GCC/Uu

155 Ser u Gly

AGC u GGC* / (AGU u GGU)

* Ovu razliku dokazali su Schlicben i sur. (83)

Od dvije varijante, prisutne u svim pasminama, varijanta A jc zastupljena u vi$oj
frekvenciji nego varijanta B, no postoje i izuzeci od ovog pravila kao $to su Jersey,
Normande, Brown Swiss-USA itd., pasminc kod kojih je B varijanta zastupljcnija.
Varijantc C i E zastupljenc su u niskim frckvencijama u nckim njemackim,
slovenskim i talijanskim pasminama (35, 31, 32, 87). Zanimljivo je da do sada,
varijanta C nijc otkrivena kod istc pasmine gdje i varijanta E, $to je vjerojatno
posljedica evolucije (35). Distribucija gencetskih varijanti k-kazeina prikazana je na
tablici 11.

Tab. 11 - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU K-KAZEINA.

Pasmina Godina Eralorenciia A B c E
Zemlja BT lzvor

Crvenosara
(Abondance) 1985. Francuska 127 47 0.56 0.44
Normandijska
(Normande) 1972. Francuska 318 47 0.34 0.66
Crnobijela
(Vosgienne) 1975. Francuska 246 47 0.48 0.52
Holstajn (Holstein) 1970. SAD +494 94 0.75 0.25
Hol3tajn (Holstein) 1984. Kanada 1687 76 074 026
Holstajn (Holstein) 1990. SAD 1152 94 0.82 0.18
Jersey 1970. SAD +270 94 0.12 0.88
Jersey 1990. SAD 172 94 0.14 0.86
Jersey 1966. Danska 142 9 0.52 0.48
Jersey 1985. Danska 157 10 0.31 0.69
Jersey 1984. Australija 308 71 0.23 0.77
Guernsey 1970. SAD +260 94 0.59 0.41
Guernsey 1989. SAD 40 94 0.73 0.27
Smeds Brown 1970. SAD +259 94 041 059

Sw)

Nastavak tablice 11 na slijedeéoj strani
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Frekvencija

Pasmina Godina A B C E
Zemlja BT lzvor
g\’;‘fda (Browin 1990. SAD 50 94 033 067
Crvena danska
(RDM) 1966. Danska 282 9 0.74 0.26
Crvena danska
(RDM) 1985, Danska 169 10 0.81 0.19
Danska crnosara
(SDM) 1966. Danska 118 9 0.68 0.32
Danska crnosara
(SDM) 1885. Danska 223 10 0.85 0.15
Frizijska (Friesian) 1984. Australija 260 71 0.68 0.32
Crvenosara -
furlanska (PRF) 1985. ltalija 200 30 0.72 0.28
Simentalac i
(Lisasta) 1973. Slovenija 507 18 0.66 0.34
Pincgavac 1973. Slovenija 404 18 0.67 0.33
Crvenosara (Dt. . :
Rotbunte) 1989. Njemacka 197 35 0.62 0.35 0.02
Crnosara (Dt. . <
Schwarzbunte) 1990. Njemadka 614 74 0.75 0.25
Crnosara (Dt. i
Schwarzbuntee) 1989. Njemacka 400 35 0.80 0.14 0.06
Crvena njemacka ; «
(Angler) 1989. Njemacka 273 35 0.64 0.33 0.03
Simentalac ; 5
(Fleckvieh) 1989. Njemacka 378 35 0.76 0.22 0.02
Smeda . .
(Braunvieh) 1989. Njemacka 290 35 0.50 0.48 0.02
Crvenosara A 4
(Rotbunte) 1989. Njemacka 2501 61 0.72 0.28
Crnosara (Pie »
noire) 1990. Belgija 215 61 0.78 0.19 0.04
Crvenosara (Pie &
rouge) 1990. Belgija 207 61 0.53 0.44 0.03
Plavobijela (Bleu 4
Blan Bel) 1990. Belgija 215 61 0.72 0.27 0.01
Bijelocrvena o
(Blanc rouge) 1990. Belgija 196 61 0.%0 0.10
Baladi 1986. Egipat 70 39 0.62 0.38

e) Vezanost gena koji uvjetuju ekspresiju kazeinskih frakcija

Na temelju istraZivanja vezanih gena Grosclaude isur. (1973.,1979.)(46, 42)
smatraju da sc skupina alfasl-, alfas2-, beta- i k- kazein lokusa nalazi na istom
kromosomu. Mather (1977.) (67) smatra da su lokusi kazeinskih frakcija smjc3teni
vrlo blizu i da postoji vjcrojatnost da sc nasljeduju kao jedan "super gen", a za tako
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poredane gen lokuse upotrebljava sci termin haplotip ili haploid genotipovi po uzoru
na nasljedivanjc HLA sistema kod ljudi (47,26). Threadgill i Womack (1990.)
(93) utvrdili su fizickim mapiranjem genoma goveda da sc "porodica" lokusa
kazeinskih frakcija nalazi na 6. kromosomu. Na tablici 12 nalaze se frekvencije
haplotipa alfas1- beta-k-kazcina.

Kod pasmina Hol-Frisicn, Holstcin i Flamande najzastupljeniji je haplotip
BAIA s frekvencijom 31-40% i haplotip BA2A (31-46%) kojije prisutan u visokoj
frekvenciji (31%) i kod pasmine Montbcliarde.

Za razliku od prethodnih pasmina, u Jersey i Normande pasmina u veéoj frek-
venciji zastupljeni su haplotipovi BBB (27% i 45%) i CA2B (21% i 14%) koji se kod
drugih pasmina nalaze u niskoj frckvenciji. Grosclaude (1988.) sugerira da je
haplotip s kombinacijom alfasI-Cn C, alfas2-Cn A, beta-Cn A2, k-Cn A originalan
(47).

f) alfa-laktalbumin (alfa-La)

Protein sirutke alfa-laktalbumin nalazimo u tri genctitke varijante, a znamo da
A i B varijante kontroliraju 2 alcla istog lokusa s kodominantnom ckspresijom.

Postojanje dvije varijante, a time i polimor(nost alfa-laktalbumina otkrili su
Blumberg i Tombs (1958.) (16) u mlijcku zcbu goveda. Bell isur. (1981.) (12)
otkrili su visoku zastupljcnost, tada nove, varijante C u bali goveda, Bos javanicus u
Australiji. Pregled otkrica genctskih varijanti alfa-laktalbumina nalazi se na tablici
13.

Tab. 13 - PREGLED OTKRICA GENETSKIH VARIJANTI ALFA-LAKTALBUMINA

Varijanta Godina otkriéa lzvor Pasmina
A 1958. 16 Zebu
B 1958. 16 Zebu
C 1981. 12 Banteg

Redoslijed 123 aminokiscline u polinuklcotidnom lancu alfa- laktalbumina
odredili su Brew i sur. (1970.) (21, 22), a prikazan je na shemi 9. Postoji slicnost
izmedu primarnc strukture alfa- laktalbumina i lizozima pa je tridimenzionalan
model alfa- laktalbumina nainjcn primjenom podataka trodimenzionalne strukture
lizozima kokosjeg bjclanjka (25). Osim glavne strukture, postoji nekoliko minornih
komponenti alfa-laktalbumina od kojih su ncke glikoproteini (34).
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Shema 9 - PRIMARNA STRUKTURA ALFA-LAKTALBUMINA B GOVEDA (21, 22), MODIFICIRANO,
DISULFIDNE VEZE OZNACENE SU CRTOM.

10
H.Glu—GIn-Leu-Thr-lys-Cya—Glu-Val-Phe-Arg—Glu-leu-Lys-Acp—
(10 GIn varijante A)
20

Leu-Lys-Gly-Tyr-Gly~Gly-Val-Ser-Leu-Pro-Glu-Trp-¥al-Cys-Thr-
i |

30 40
Thr-Phe-Ais-Thr-Scr-Cly-Tyr-Asp-Thr—Glu-Ala-I le-Val-Glu-Asn-

50
Asn-Gln-Ser-Thr-Asp-Tyr—Gly-Leu-Phe—Gin-I le-Asn-Asn-Lys-[le-

60 70
Trp—Cyas-Lys-Asn-Asp-Gln-Asp-IPro-His-Scr-Scr-Asn-1le-Cys-Asn-

) L

Ile-Ser-Cys-Asp-Lys—-FPhe-l.eu-Asn-Asn-Asp-l.eu-Thr-Asn-Asn-I le-

90 100
Met-Cys=Val-Lys=Lys-1lle-Lev=-Asp—Lys-Val=Gly-Ile-Asn=-Tyr-Trp—-

110
Leu-Ala-His-lLyr-Ala-Leu-Cys-Ser—-Glu-Lys-Leu-Asp—GIn-Trp-Leu-

120 123
Cyr=Glu=Lys=Leu.OH

Varijanta B razlikuje sc od varijantc A po prisutnosti Arg umjesto Gln na 10.
mjestu polinuklcotidnog lanca, a od varijante C po prisutnosti Asp umjesto Asn ili
Glu umjesto Gln (12).

Grosclaude isur. (1988.) smatraju da jc varijanta B vjcrojatno filogenetski
najstarija (47), a da su iz njc izvedene ostale varijante (shema 10).

Shema 10 - MOGUCI FILOGENETSKI ODNOSI GENETSKIH VARIJANTI ALFA- LAKTALBUMINA,
(GROSCLAUDE 1988., MODIFICIRANO).

10 Arg u Glin
a-La B A
CGA/G u CAA/G

? Asp u Asn ili Glu u Gliln

GAU/C u AAU/C ili GAA/G u CAA/G
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Polimorfnost alfa-laktalbumin lokusa najvide je naglaicna u zebu goveda gdje se
varijanta A pojavljuje u znatnoj frckvenciji, u gir pasminc i do 38% (9). U europskim
pasminama varijantu A nalazimo samo u pojcdinim pasminama, a i tada u niskoj
frekvenciji (47). Varijanta C pronadcna je samo u bali goveda, (Bos javanicus). Iako
je ispitan uzorak mali vjcrojatno je da sc C varijanta u bali goveda nalazi u visokoj
frekvenciji, a kako nema podataka o prisutnosti C varijante u ostalim pasminama,
njena prisutnost moZe se koristiti u arhcoloskim i genetickim studijama. Podaci o
distribuciji tj. frekvenciji genetskih varijanti alfa-La lokusa nalaze se na tablici 14.

Tab. 14 - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU ALFA-LA.

Frekvencija

Pasmina Godina Zemlja A B
BT lzvor
Abondance 1985. Francuska 127 47 0.00 1.00
Limousine 1973. Francuska 40 47 0.01 0.99
Vosgiene 1975. Francuska 246 47 0.01 0.99
Holstein 1984, Kanada 2906 76 0.00 1.00
Bijela Fulani 1958.  Nigerija 52 16 0.15 0.85
Hariana 1963.  Indija 96 15 0.22 0.78
Baladi 1986.  Egipat 70 39 0.00 1.00

g) beta-laktoglobulin (beta-Lg)

Od 10 poznatih genctickih varijanti beta-laktoglobulina za A, B,C, D, E, F, G i
W varijantu odreden je redoslijed aminokisclina u polipeptidnom lancu (34, 29, 38),
dok primarna struktura za H varijantu nije poznata. Alcli beta-Ig nalaze se u istom
autosomnom lokusu, a nasljeduju sc kodominantno po Mendelovim zakonima (64).
U nekim istraZivanjima utvrdeno je vezano nasljedivanje beta- laktoglobulin lokusa
iJ sistema krvnih grupa (51, 49).

Otkri¢e polimorfizma u beta-laktoglobulina, Aschaffenburg i Drewry
(1955., 1957.) (5, 6) dokazali su postojanje A i B varijante, prvi je polimorfizam
otkriven za proteine mlijeka i na ovo otkri¢e nadovezala su se daljnja istraZivanja
genetskih varijanti proteina mlijcka kako u goveda tako i u drugih sisavaca.
Proutavajuci Jersey pasminu Australije, Bell (11) je otkrio C varijantu, a Bell i
sur. (1981.) (14) su u mlijcku bantcga i jaka otkrili E, F i G varijantu. Bell i sur.
(1970.) (13) izvijestili su o postojanju varijante Dr u mlijeku Droughmastera, (34).
U mlijeku francuske pasmine Montbcliarde, Grosclaude i sur. (1966.) (40)
pronadlisuvarijantuD,a Davoli isur. (1988.) (29) u mlijcku Frisicn goveda Italije
varijantu D vece elektroforetske mobilnosti od varijante A, koju su nazvali H varijan-
tom, iako njena primarna struktura nije jo3 odredena. Krause i sur. (60) uotili su
kod rijetke pasmine Murnau- Werdenfelder (populacija ove pasmine broji 200
Zivotinja) novu varijantu koju su imenovali slovom W po imenu pasmine Murnau-
Werdenfelder. Kasnije su Godovac-Zimmermann isur. (1990.) (38) odredili
primarnu strukturu varijante W. Pregled otkria genetskih varijanti beta-lak-
toglobulina nalazi se na tablici 15.
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Tablica 15. - PREGLED OTKRICA POJEDINIH VARIJANTI BETA-LAKTOGLOBULINA

Varijanta Godina lzvor  Pasmina
A 1955. 5 Shorth,Fri,Ayrs,Gue
B 1955, 5 Shorth,Fri,Ayrs,Gue
C 1962, 11 Jersey (Australija)
0 sy o PP
Dr 1970. 13 Droughmaster
E 1976. 43  Jak (Nepal)
F 1981. 14 Banteg,Bibos
G 1981, 14 Banteg,Bibos
H 1988. 29  Friesian (ltalija)
W 1988. 60 Murnau-Werdenfelder (Njemacka)

Molckula beta-laktoglobulina, primarna struktura prikazana na shemi 11, sastoji
se od 162 aminokisclinc (34). Otkricu njenc strukture najviSc su doprinijeli
Braunitzer isur. (1972.) (19, 20).

Sve genctske varijante u mlijcku nalazimo, u blizini izo-ionske to¢ke (pH 5,2),
kao dimere dva nckovalentno vezana polipeptidna lanca od 162 aminokiseline uz
ugljikohidratni dio u Droughmaster goveda (14).

Varijantc beta-Lg, za koje je potpuno poznata primarna struktura, razlikuju se u
primarnoj strukturi tj. po supstituciji odredenog broja aminokisclina, a varijanta Dr
je specili¢na jer sc razlikuje od varijante A po tome $to na poloZaju 28 umjesto Asp
nalazimo aminokisclinu Asn na koju je vezan ugljikohidratnidio (14). Ugljikohidrat-
ni dio vezan na Asn u Droughmaster goveda sastoji se od smjese NcuNAc, GlcNAc,
GalNAc, Mani Galuomjeru1.0:3.4:9:1.9:8,ataj dio utje¢e na imunolo$ka svojstva
Dr varijante (13).

Filogenctski gledano, najveca je vicrojatnost da su sve genctske varijante beta-
laktoglobulina nastale iz varijantc B (vidi shemu 12).
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Shema 11. - PRIMARNA STRUKTURA BETA-LG GOVEDA B (19, 20, 37, 13), MODIFICIRANO,
SMJESTAJ SH GRUPA | DISULFIDA IZVEDENA JE UZ POMOC PROMATRANJA MCKENZE | SUR.
(70, 68) NA PRIMARNU STRUKTURU BETA-LG BRAUNITZER | SUR. (19, 20). SMATRA SE DA SH
g&lél}’:‘%;CE)STOJI U 50% UZORAKA IZMEJU POZICIJE 1191121 SA -SS- VEZOM OVISNO O POZICWJI

1o
H.Leu-Ile-¥al-Thr— Gln-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-1le~-GIn-Lys—

20 28
Val-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr—=Ser-Lev-Ala=Met—=Ala-Ala-Ser-Acp-Ile-
(28 Asn varijanta Dr)

ao 40
Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GiIn-Ser-Ala=Pro-Leu-Arg=-Val-Tyr-Val-Glu-

45 s0 56 59

Glu-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu—Gly-Asp-lLeu-Glu-1le-Leu-Lew—GIn-

(45 Gln varijanta D) (50 Ser varijanta F) (56 leu varijanta W)
(59 His varijanta ()

60 64 70
Lys=Trp—Glu=-Arn—Gly-Glu=Cys-Ala-GIn-Lys-Lys=Ile~]le-Ala=Glu-
(64 Asp varijanta A)

78 &0
Lys=Thr-Lys~-1le-Fro-Ala-Val-Phe-Lys-Leu-Asp-Ala-1Ile-Asn-Glu=
(78 Met varijanta G)

90 100
Asn-Lys-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr—Asp-Tyr—Lys-Lys-Tyr—Leu-Leu—

SH
l 110 1z |
Phe-Cys-Met-Glu-Asn-Scr-Ala-Glu-Pro-Glu—GIn-Ser-Leu-Ala-Cys—-
l (118 Val varijanta A)
SN
120 | 129 130
Gin-Cys-Leu-Val-Arg-Thr-Pro—Glu-Val-Asp-Asp—Glu-Ala-Lau-Glu-
(129 ili 130 Tyr varijanta F)

r40
Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Lev-Lys-Ala-Leu-Pro-Met-llis-Ile-Arg-Leu-

150 158 160 162
Ser—Phe-Asn-Pro-Thr-Leu—GIn-Glu-GIu-Gin-Cys-Hig-Ilc.0H
(152 Gly varijanta E)
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Shema 12 - MOGUCI FILOGENETSKI ODNOSI GENETSKIH VARIJANTI BETA- LAKTOGLOBULINA,
GROSCLAUDE 1988., MODIFICIRANO.

ugljikohidratni dio
/
64 Gly u Asp. 113 Ala u Val 28 Asp u Asn
A - Dr
GGU/C u GAU/C. GGU/C/A/G u UCU/C/A/G GAL/C u AAL/C

59 Gln u His

g

B-Lg B CAA/G u CAC/U

45 Glu u Gln

GAA/G u CAA/G

56 lle u Leu

AUA U AAA

78 Ile u Met
| G

AUA/C/L u AUG

158 Glu u Gly

E
GAA/G u GGA/G
L 50 I'ro u Ser, 129 ili 130 Asp u Tyr
F:

CCA/C/G/U u LCA/C/G/U 111 GAL/U u UAC/U

U vecini pasmina prisutna jc samo A i B varijanta beta- laktoglobulina i to u
frekvencijama koje sc, uz ncke iznimke, kreéu od 0.40-0.60 podjednako u korist A ili
B alela. Pojava varijante C, u niZim frckvencijama, karakteristiCna je za Jersey
pasminu (9), dok sc varijanta D, takoder u niZim (rckvencijama, pojavljuje u nekim
francuskim pasminama (47).

Varijante E, F i G u jak ili bantcg govedu nisu pronadenc u pasminama koje se
ckonomski intenzivno iskoriStavaju. U Frisicn pasmini u Italiji otkrivena je prisut-
nost i H varijante, ali u vrlo niskoj [rckvenciji (do danas nije jo§ poznata primarna
struktura ove varijantc). Frckvencije genetskih varijanti beta-laktoglobulina u
razliCitim pasminama nalaze sc na tablici 16.
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Tab. 16 - FREKVENCIJA GENA ODGOVORNIH ZA SINTEZU BETA- LAKTOGLOBULINA

Pasmina Godina Fekvencija A B D Ostale
Zemlja BT lzvor
CrvenoS$ara
(Abodance) 1985. Francuska 127 47 0.62 0.37 0.01
Crvenosara
(Montbeliard) 1976. Francuska 318 47 0.39 0.59 0.02
Holstajn (Holstein) 1965. SAD 406 58 0.46 0.54
Holstajn (Holstein) 1990. SAD 1152 94 0.43 0.57
Holstajn (Holstein) 1984. Kanada 1687 76 0.39 0.61
Jersey 1985. Danska 157 10 0.31 0.68 C=0006
Jersey 1990. SAD 172 94 0.37 0.63
Jersey 1984, AUSL 308 71 0.33 0.57 C=0.11
Guernsey 1865. SAD 200 58 030 070
Guernsey 1974, SAD 3861 48 0.39 0.61
Danska crvena
(RDM) 1985. Danska 169 10 0.11 0.89
Danska crnosara
(SDM) 1985. Danska 223 10 0.54 0.46
Smeda (Rjava) 1973. Slovenija 1136 18 0.54 0.46
Simentalac o
(Lisasta) 1973. Slovenija 507 18 0.51 0.49
Simentalac £ e
{Ceske str) 1983, CeskaiSl 339 65 0.52 0.48
Crveno$ara o
furlanska (PRF) 1985. ltalija 200 30 0.45 0.56
Frizijska (Friesian) 1984, Australija 260 71 039  0.61
Crvenosara ; o
(Rotbunte) 1983. Njemacka 2510 61 0.32 0.68
Simentalac : 3
(Fleckvieh) 1989. Njemacka 1706 61 0.47 0.52 0.01
Crno$ara .
(Friesian) 1989. Njemacka 5793 61 0.41 0.59
Nj. crvena (Angler) 1989. Njemaéka 273 61 0.06 0.86 0.08
Crnosara (Pie T
Noire) 1990. Belgija 215 61 043 057
Crveno$ara (Pie i
rouge) 1990. Belgija 207 61 0.42 0.58
Plavobijela (Bl -
s 321? a(Bleu 4990, Belgija 215 61 037 063
Bijelocrvena "
(Blanc rouge) 1980. Belgija 196 61 0.34 0.67
Murnau- :
Werdenfelser 1988. Njemacdka 106 60 0.36 0.48 0.08 W=008
Baladi 1986. Egipat 70 39 0.27 0.73
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Zakljucak

Aleli koji sc pojavljuju u gen lokusima najznacajnijih protcina mlijcka goveda,
allas1-, alfa s2-beta- i k- kazeini, alfalaktalbumini i beta-laktoglobulini polimorfnog su
karaktera. Prisutnost odredenog broja alela utvrdena je samo u banteg, jak i zcbu goveda,
a svojstva tih alcla naZalost nisu jo§ dovoljno istrazena. Polimorfizam nama ckonomski
najzanimljivijih pasmina ocitujc sc kao prisutnost razlicitih genetskih varijantii to: A, B,
Ci D za alfas1-Cn lokus, A i D za alfas2-Cn lokus, Al, A2, A3, B i C za beta-Cn lokus,
A, B, C, E za k-Cn lokus, A, B za alfa-La lokus i A, B, C, D za beta-Lg lokus.

Genctske varijante protcina mlijcka najce$ée se razlikuju u jednoj do tri
aminokiscline, a razlikc nckih genctskih varijanti uzrokovane su nedostatkom
odredenih aminokisclina (delccija).

Svi gen lokusi koji kontroliraju sintczu navedenih protcina mlijeka nalaze se na
autosomnim kromosomima i nasljeduju sc kodominantno po pravilima Mendelove
genetike.

UCestalost tj. frekvencija pojedinih alela razlikuje se od pasmine do pasmine, ali
i izmedu pojedinih populacija iste pasminc dok su pojedini aleli karaktcristiéni samo
za neke pasmine.

S obzirom na broj genctskih varijanti, frckvenciju, nacin nasljedivanja, poloZaj na
kromosomima tc clikasnost u odredivanju fenotipa, polimorfizam proteina mlijeka
goveda predstavlja veliku potencijalnu mogucnost iskoriStavanja u stoarstvu.
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POLYMORPHISM OF BOVINE MILK PROTEINS

Summary

Recently developed techniques (DNA-hybridisation-RFPL, PCR, HPLC, improved imunological
techniques using monoclonal antibodies and 2 dimensional gel electrophoresis etc..) make it possible to
detect higher percentage structural loci being polymorphic. Development of electrophoretic techniques
enables quick phenotyping and as its consequence, application of milk protein polymorphism becomes
more realistic. In this paper we have tried to review some aspects of milk protein polymorphism in cattle:

- biological function of polymorphic milk proteins in cattle is briefly described

- there is a list of genetic variants estableshed sso far

- prime structure is given for each case in fraction, alfa- actalbumin and beta-lactoglobulin and
its relationship(aminoacid differences) with other genetic variants

- possible phylogenetic relations among genetic variants are presented

- gene frequency data scattered through literature are presented in the form of tables

Cattle milk proteins as polymorphic variants can be videly applied in livestock improvement and
dairy processing so phenotyping milk protein variants in the cattle of Croatian is a matter of urgency.
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