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Molekularna dijagnostika alergije
na kravlje mlijeko

Anica Dzaji¢', Iva Topalusi¢?, Asja Stipi¢ Markovi¢?

Alergija na kravije mlijeko najcesca je alergijska bolest u ranom djetinjstvu. Oko 80% proteina prisutno je u krutoj frakciji (kazeini,
kazeinski kompleks), a oko 20% u tekucoj frakciji (sirutki) mlijeka. Sirutka sadrzi a-laktalbumin (Bos d 4) i B-laktoglobulin (Bos d 5),
albumin govedeg seruma (Bos d 6€), imunoglobuline (Bos d 7) i laktorferin. Ukupni kazein (Bos d 8) Cine Cetiri razlicite frakcije:
aSI—kaze/n (Bos d 9), asz—kaze/n (Bos d 10), B-kazein (Bos d 11) i k-kazein (Bos d 12). Za odredivanje tih pojedinacnih alergenskih
molekula primjenjuje se tzv. komponentna dijagnostika (engl. Component Resolved Diagnosis, CRD), koja je omogucila identifika-
ciju glavnih (Bos d 4 i Bos d 5 i sve kazeinske molekule) i sporednih (Bos d 6, Bos d 7 i laktoferin), odnosno krizno reaktivnih (Bos d 5 i

Bos d 6) alergenskih molekula. Buduca istrazivanja omogucit ¢e odredivanje dijagnosticke znacajnosti otkrivanja pojedinacnih aler-

genskih molekula. Veliki napredak ocekuje se i u podrucju molekularne biologije, genomike, proteomike i bioinformatike.
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Preosjetljivost na hranu posljednjih desetljeca biljeZi znatan
porast medu stanovnicima zapadnog svijeta, a neki oblik
klinicke reakcije na hranu u tijeku Zivota prisutan je kod
20-25% stanovnistva (1). Incidencija preosjetljivosti na hra-
nu manja je u odraslih nego u djece, osobito one u najmla-
doj dobi (2, 3). U namirnice koje mogu uzrokovati preosjet-
ljivost ubrajaju se one animalnog (mlijeko, jaja, riba, racici) i
bilinog podrijetla (npr. kikiriki, jabuka, breskva, celer, kivi,
gorusica, sezam, soja, ljednjak, orah, p3enica). Preosjetljivost
na hranu nastaje kao specifican imunosni odgovor nakon
izlaganja odredenoj vrsti namirnica, pri ¢emu moraju biti is-
punjena dva preduvjeta: da je preosjetljivost rezultat imu-
nosnog odgovora i da se simptomi pojavljuju pri svakom
unodenju odredene namirnice (4). Preosjetljivosti na hranu
mogu biti posredovane imunoglobulinom E (IgE), limfociti-
ma T, a mogu biti i mijesanog tipa (posredovane IgE-om i
limfocitima T) (5, 6). U literaturi se spominju tri moguce hi-
poteze koje nastoje objasniti glavne rizike za pojavu pre-
osjetljivosti u djece s atopijom. To su: hipoteza o nedostatku
vitamina D, za koji je poznato da posjeduje imunomodula-
cijsko djelovanje, higijenska hipoteza, prema kojoj smanje-
nje okruzenosti mikroorganizmima povecava rizik za alergij-
ske bolesti, hipoteza dvostruke izlozenosti alergenu, uteme-

liena na podatcima da senzitizacija na alergene hrane
nastaje preko koze, a da rani unos hrane vodi oralnoj pod-
nosljivosti (5). Preosjetljivost koja nije posredovana s IgE-om
ne moze se dijagnosticirati odredivanjem koncentracije
specificnih IgG-a ni specificnih IgA-a (7). Prisutnost specifi¢-
nih IgG-a u serumu upucuje na to da je bolesnik u prethd-
nom razdoblju pio mlijeko (8). Glavna metoda otkrivanja
alergije na alergene hrane je kontrolirani provokacijski po-
kus invivo (3,5, 8).

Preosjetljivost na kravlje mlijeko najcesca je alergija na hra-
nu. Alergija na proteine kravljeg mlijeka posredovana
IgE-om nastaje kao posljedica reakcije izmedu IgE-a i linear-
nih i konformacijskih epitopa razlicitih proteinskih molekula
mlijeka (9). MoZe se pojaviti u bilo kojoj dobi, ¢ak i kod novo-
rodencadi koja se hrane maj¢inim mlijekom. U gotovo polo-
vice djece nestaje u dobi izmedu 5.1 10. godine Zivota (5), a
toleranciju na proteine kravljeg mlijeka moze razviti oko
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80% djece u dobi do 16 godina (3). Vecina istrazivanja upu-
¢uje na to da se kod djece preosjetljive na kravlje mlijeko
najcesce pojavljuju gastrointestinalni simptomi, potom res-
piratorni te kozni simptomi (9). Kod mnogih bolesnika razli-
¢iti simptomi se preklapaju. Dojencad s alergijom na kravlje
mlijeko u velikom su riziku da poslije razviju preosjetljivost
na druge alergene (5,9, 10).

Pocetna laboratorijska dijagnostika alergija podrazumijeva
probir osoba s atopijom, dakle utvrdivanje je li preosjetlji-
vost kod bolesnika posredovana s IgE-om ili nije, $to se po-
tvrduje odredivanjem koncentracije ukupnog Igk-a (ulgk) u
serumu (11, 12). Ako je rijec o IgE posredovanoj alergiji, slje-
dedi korak je otkrivanje mogucih alergena koji su pokrenuli
alergijsku reakciju, odredivanjem koncentracija specificnih
IgE-a (slgE) prema alergenima prirodnih izvora na koje su
uputili kozno testiranje, anamneza i klini¢ka slika bolesnika
(13). Odredivanjem slgk-a odreduju se specificna antitijela
prema alergenskim ekstraktima, koji sadrze neprocis¢enu
smjesu alergenskih, ali i ostalih proteina, polisaharida i lipi-
da, a dobivaju se ekstrakcijom iz prirodnih alergenskih izvo-
ra (peluda, hrane, opnokrilaca, gljivica). Povecane vrijedno-
sti slgE-a upucuju na alergijy, ali nisu konacan dokaz da je
identificirani alergen uzrokovao simptome. Uzro¢no poslje-
di¢na veza izmedu alergena otkrivenog pomocu slgk-a i
simptoma potvrduje se kontroliranim provokacijskim po-
stupkom (3,5, 8, 9).

Posljednjih se godina za otkrivanje preosjetljivosti na poje-
dinac¢ne alergenske molekule primjenjuje tzv. kompo-
nentna dijagnostika (engl. Component Resolved Diagnosis,
CRD). U literaturi se upotrebljava i izraz molekularna dija-
gnostika alergija (engl. Molecular Allergy Diagnosis, MAD).
Metoda podrazumijeva odredivanje koncentracije slgE-a
prema procis¢enim prirodnim i rekombinantnim alergen-
skim molekulama (14, 15, 16). Molekule prirodnih (engl. na-
tural, n) alergena dobivaju se procis¢avanjem alergenskih
ekstrakata kemijskim, kromatografskim, elektroforetskim i/ili
imunoafinitetnim metodama. Tako se dobivaju npr. aler-
genske molekule proteina mlijeka (nBos d 4, nBos d 5, nBos
d 6, nBos d 8), breze (Bet v1), ambrozije (nAmb a1), kikirikija
(Ara h 8) itd. Proizvodnja rekombinantnih alergenskih mole-
kula sloZen je proces koji obuhvaca cijeli niz postupaka, od
ekstrakcije i izolacije glasnickog RNA-a (engl. messenger RNA,
mMRNA) iz alergenskih izvora, preko sinteze komplementar-
nog DNA-a (engl. complementary DNA, cDNA), elektroforet-
skog razdvajanja pojedinih komponenti izvora alergena,
pripreme pocetnica (engl. primer) za reakciju ulan¢avanja
polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR), um-
nazanja cDNA-a pojedinih alergenskih komponenti do eks-
presije rekombinantnih (r) alergena, npr. breze (rBet v1, rBet
v2, rBet v4, itd.), ose ('Ves v 1, 'Ves v 3, rVes v 5), lateksa (rHev
b 5) pcelinjeg otrova (rApi m1, rApi m2, rApi m10) u od-
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govarajuc¢im sustavima, najcesce u bakteriji Echerichia coli
(17,18).

ALERGENI

Dugi niz godina definicija alergena svodila se na definiciju
njegove osnovne funkcije, prema kojoj bi se alergeni mogli
definirati kao oni antigeni koji su u osoba s atopijom spo-
sobni stimulirati reakciju preosjetljivosti tipa I (8, 9). Bududi
da je rijec o izuzetno kompleksnoj skupini spojeva, kemijska
je definicija alergena gotovo nemoguca, jer nema apsolut-
noga kemijskog kriterija koji bi omogucio univerzalnu defi-
niciju alergena (19). Nova tehnologija proizvodnje procisce-
nih prirodnih i rekombinantnih alergenskih molekula prido-
nijela je priblizavanju kemijskoj definiciji alergena. Stoga bi
se moglo reci da su alergeni proteini, glikoproteini, lipopro-
teini ili konjugati proteina i haptena, koji imaju jedinstvena
molekularna i strukturna svojstva: npr. Mr 5 - 150, pl 4 - 7, s
poznatim slijedom nukleotida i/ili aminokiselina i sastavom
ugljikohidrata (16). Nova je tehnologija omogucila da se
mogu preciznije definirati i identificirati prave (primarne,
glavne) alergenske molekule koje su pokretaci alergijske
reakcije kod svakog pojedinog bolesnika. Pritom je za klini¢-
ku praksu vazno znati kojoj skupini proteina pripada pojedi-
na alergenska molekula, jer se temeljem tog podatka mogu
predvidjeti (procijeniti rizik) jacina i trajanje simptoma aler-
gije (krizno-reaktivne ugljikohidratne determinante < ne-
specificni proteini koji prenose lipide < proteini povezani s
patogenima < skladidni proteini) (8).

Takoder je moguce identificirati krizno-reaktivne (homo-
logne) alergenske molekule, koje imaju neke sli¢ne ili jedna-
ke epitope kao i prave alergenske molekule. Krizna reaktiv-
nost e se pojaviti ako je slicnost primarne strukture sa cilj-
nom alergeni¢nom molekulom veca od 50-70% (15) ili ako
nastane reakcija izmedu IgE-a i krizno-reaktivne ugljikohi-
dratne determinante glikoproteinske molekule (20). Za sva-
kog bolesnika vazno je otkriti senzitizaciju na prave alergen-
ske molekule te otkriti krizno-reaktivne molekule.

ALERGENSKE MOLEKULE KRAVLJEG MLIJEKA

Sadrzaj proteina u mlijeku je 30-35 g/L. Kod pH 4,6 proteini
mlijeka razdvajaju se u dvije frakcije: krutu (kazeini, kazeinski
kompleks) i tekucu (sirutka, laktoserum) (8). Svi proteini
kravljeg mlijeka prisutni su i u humanom mlijeku s izuzet-
kom B-laktoglobulina. Kazeini sadrze vecu koli¢inu proteina
(80%) nego sirutka. Kazeinski kompleks ¢ine Cetiri razlicite
kazeinske frakcije: asw—kazein, asz—kazein, [-kazein i k-kazein,
a sirutka sadrzi a-laktalbumin i B-laktoglobulin, aloumin go-
vedeg seruma, imunoglobuline i laktorferin (Tablica 2) (6, 9,
21). Proteini sirutke osjetljiviji su na toplinu nego kazeini i
gube sposobnost vezanja na IgE nakon kuhanja 15 - 20 mi-
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TABLICA 1. Klasifikacija imunosne preosjetljivosti na hranu.
Prilagodeno prema ref. 1.

Imunosna preosjetljivost na hranu

Imunosni mehanizam Primjeri
Akutna urtikarija, rinokonjuktivitis,
bronhospazam, oralni alergijski

sindrom

IgE-posredovani mehanizam

Ne-IgE mehanizam Enteropatija uzrokovana proteinima

hrane, celijakija

Kombinirani mehanizam
(IgE i ne-IgE)

Atopijski dermatitis, eozinofilni
gastroenteritis

Stani¢ni mehanizam (limfocitiT)  Alergijski kontaktni dermatitis

nuta na temperaturi visoj od 90°C (8). Bududi da su kazeini
rezistentni na temperaturu, osobe alergi¢ne na proteine ka-
zeina imat e teZe i dugotrajnije simptome alergije.

Alfa-laktalbumin (Bos d 4)

Alfa-laktalbumin (Bos d 4) je kiseli (pl 4,2 - 4,5), monomerni
protein sirutke, koji pripada proteinskoj lizosomskoj super-
porodici (8). Sadrzi osam cisteinskih skupina medusobno
povezanih disulfidnim vezovima, Cetiri triptofanska ostatka
te visokoafinitetna mjesta za vezanje kalcija (9). Kao regula-
torna podjedinica sintetaze laktoze sudjeluje u sintezi lakto-
ze (8, 23).

Beta-laktoglobulin (Bos d 5)

Beta-laktoglobulin najzastupljeniji je protein sirutke. Ima ga
u mlijeku mnogih sisavaca, ali ga humano mlijeko ne sadrzi.
Pripada lipokalinskoj skupini proteina, a sintetizira se u mli-
je¢noj Zlijezdi. Cine ga dva lanca od 162 aminokiselinska
ostatka (9, 23). Intermolekularne veze tvori s hidrofobnim
vezama ili disulfidnim mostovima; sadrzi dva disulfidna veza
i jednu slobodnu SH-skupinu. U fizioloskim uvjetima postoji
kao smjesa monomera i dimera, ali zbog izoelektri¢ne tocke
pl 5,1, moZe tvoriti oktamere.

Albumin govedeg seruma (Bos d 6)

Albumin govedeg seruma je globularni neglikozilirani pro-
tein, organiziran u tri homologne domene, ima devet petlji
povezanih sa 17 kovalentnih disulfidnh vezova. Vecina disul-
fidnih vezova dobro je zasti¢ena u jezgri proteina, Sto mole-
kulu ¢ini izuzetno stabilnom (9). Bos d 6 je krizno-reaktivna
molekula s drugim albuminima koji se mogu pronaci u epi-
telu Zivotinja ili sirovom mesu (22).

Imunoglobulini (Bos d 7)

Imunoglobulini govedeg mlijeka pripadaju razredu IgG,
uglavnom podrazredima IgG1(200 - 500 mg/L) i lgG2. Na-

TABLICA 2. Svojstva alergenskih molekula kravljeg mlijeka. Prilagodeno prema ref. 8 i 22.

Laboratorijska
krizna reaktivnost

Klini¢ka krizna
reaktivnost

Preosjetljivost medu
reaktivnima na KM (%)

Broj AK :;o/rl)centracua Alergeni¢nost*

Mr (kDa)

Ime alergena

Protein

Sirutka

0-67

Glavni

122

14,2

Bosd 4

a-laktalbumin

80% s

15-20% s

13-62

Glavni

162
583

18,3
67

Bosd 5

[-laktoglobulin

proteinima

proteinima sirovog

Sporedni 0-76

0,1-04

Bosd 6

Albumin govedeg seruma

govedeg mesa

govedeg mesa

12-36

Sporedni

06-10

160

Bosd 7

Imunoglobulini

=35

Sporedni

01-1

703

76-80

Laktoferin

Kazeinski kompleks

90 % s mlijekom

Glavni 63

30

20-30

Bosd 8

Ukupni kazein

00 sisavaca 85% s ov¢jim i

65-1

Glavni

199

236

Bosd 9

a,,-kazein

kozjim kazeinima

20 % s kobiljim i

Glavni

207

252

Bosd 10
Bosd 11

a,,"kazein

magarecim

35-44

Glavni

209

24

B-kazein

mlijekom

65-92

Glavni

169

Bosd 12

K-kazein
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kon cijepljenja krave u mlijeku su prisutne povecane koli-
¢ine IgG1. Bos d 7 ima imunomodulatorna, antimikrobna i
alergenic¢na svojstva (24).

Laktoferin

Laktoferin je glikoprotein sacinjen iz dviju globularnih do-
mena, krajevi kojih su povezani kratkom a-uzvojnicom. Bu-
dudi da stupanj glikozilacije tih dviju domena moze biti raz-
licit, Mr laktoferina varira izmedu 76 i 80 kDa-a. Stabilnost
molekule povezana je s velikim stupnjem glikozilacije. Lak-
toferin pripada skupini transferinskih proteina koji, prenose-
¢i atome Zeljeza u stanice, kontroliraju koncentraciju slo-
bodnog Zeljeza. Izoelektricna tocka pl 8,7 definira ga kao
bazi¢ni protein (8, 9). Osim Zeljeza laktoferin reverzibilno
veze cink, bakar i druge metale. Kao sastavnica urodenog
imunosnog odgovora laktoferin mlijeka djeluje baktericid-
no i fungicidno.

Kazeini (Bos d 8)

Kazeini pripadaju skupini fosfoproteina; fosfatne skupine
esterificirane su na aminokiselinu serin. Sadrze velik broj
prolinskih ostataka. Buduci da nemaju disulfidnih mostova,
imaju oskudnu tercijarnu strukturu. Tvore koloidne Cestice
nazvane kazeinske micele. Vise od 90% kalcija u obranom
mlijeku nalazi se u kazeinskim micelama. Izoelektri¢na tocka
kazeina je 4,6, a pH = 6,6. To kazeinu daje negativan naboj u
mlijeku. Kod pH 4,6 topivost kazeina je vrlo mala. Cetiri ka-
zeinske frakcije imaju malu sekvencijsku homologiju. Udio
pojedinih frakcija je sliedeci: a., = 32%, a, = 10%, B = 28% |
K = 10% (ukupno 80%). Spominje se i y-frakcija, koja nastaje
kao posljedica proteolize kazeina i njen udio je neznatan (9).
a,,-kazein je fosforilirana frakcija. Najzastupljeniji je protein
kravljeg mlijeka. a ,-kazein je takoder fosforilirana molekula.
Pojavljuje se u cCetiri izoforme. B-kazein postoji u jednoj
izoformi. Pod djelovanjem endogenih peptida (npr. plazmi-
na) iz njega nastaju tri izoforme y-kazeina. k -kazein je jedina
kazeinska molekula topiva u prisutnosti kalcija. U C-termi-
nalnoj regiji posjeduje malu koli¢inu fosfata. Jedini je od ka-
zeina koji sadrZi ugljikohidratni lanac.

Molekule Bos d 4iBos d 6 pripadaju skupini serumskih albu-
mina, Bos d 5 imunoglobulinskoj porodici odnosno lipokali-
nima, Bos d 7 je IgG, a kazein pripada skupini skladisnih pro-
teina (19). Skladisni proteini su najstabilnija skupina proteina
i uzrokuju teze i dugotrajnije simptome alergije (8).

OTKRIVANJE ALERGENSKIH MOLEKULA

Metode MAD mogle su se razvijati posto su znanstvenici
uspjeli izolirati brojne pojedinacne molekule iz procis¢enih
alergenskih izvora, odnosno ekstrakata, potom proizvesti
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neke rekombinantne alergenske molekule, karakterizirati ih
te proizvesti metodu koja ce te pojedinacne molekule modi
identificirati.

Metoda se temelji na nacelu da se u serumu bolesnika odre-
duje koncentracija slgE-a prema pojedinacnim alergenskim
molekulama sadrzanim na tvrdom nosacu u paketu reagen-
sa. Postoji mogucénost detektiranja pojedinacne alergenske
molekule ili istodobnog odredivanja ve¢eg broja njih na
mikropostroju (19). Pocetna reakcija izmedu bolesnikovog
IgE-a i alergenske molekule obiljezava se najprije mono-
klonskim, potom poliklonskim protutijelima; u zavrsnoj, de-
tekcijskoj reakciji moze se mijeriti fluorescencija ili kemilumi-
niscencija, intenzitet koje je razmjeran koncentraciji sigE-a u
serumu. Prednost odredivanja slgE-a prema alergenskim
molekulama ogleda se u ¢injenici da se mogu razlikovati
prave alergenske molekule od onih kriznih.

Ako se odreduje sIgE prema pojedinacnim alergenskim mo-
lekulama, vrijednosti se izrazavaju kvantitativno u meduna-
rodnim jedinicama kU,/L (engl. kilo international units of
allergen-specific-antibody/L. uzorka) (25). Prema sekundar-
nom standardu Svjetske zdravstvene organizacije, 75/502
za IgE, 1 kU,/L = 2,4 ng/mL (26). Metoda je osjetljiva i pre-
cizna u rasponu od 0,1-100 klU/L. Budu¢i da ne postoji inter-
ferencija specifi¢nih antitijela IgG-a, metoda se smatra toc-
nom. Zasad je moguce odrediti koncentraciju slgk-a prema
glavnim molekulama - a-laktalbuminu, 3-laktoglobulinu i
kazeinu te prema sporednim alergenskim molekulama - al-
buminu govedeg seruma i laktoferinu. U metodama na mi-
kropostroju rezultati se izrazavaju u semikvantitivnim jedini-
cama ISU (engl. International Standard Units), koje aproksi-
mativno odgovaraju koncentraciji izrazenoj kao kU,/L (26).

DIJAGNOSTICKA ZNACAJNOST

U vecine djece sa simptomima alergije na mlijeko moze se
dokazati preosjetljivost na barem jednu alergensku mole-
kulu koja pripada skupini glavnih alergenskih molekula. Kod
35-50% bolesnika moze se dokazati preosjetljivost na spo-
redne alergenske molekule (8). LiJ. i sur. pokazali su da polo-
vica djece s alergijom na mlijeko ima povec¢anu koncentra-
ciju slgk-a prema Bos d 5,Bos d 9,Bosd 11iBosd 12 (27).

Vazno je odrediti grani¢nu vrijednost slgE-a koja definira bo-
lesnike s alergijom. Dvije skupine autora odredili su granic-
ne vrijednosti slgk-a prema alergenima ekstrakta mlijeka
(28, 29). Cuomo B. i sur. su u skupini od 471-0g djeteta pre-
osjetljivog na kravlje mlijeko definirali grani¢nu vrijednost
> 5 KU, /L (28), a Castro AR i sur. su kod 123-je djece odredili
grani¢nu vrijednost od 3,06 kU,/L. Castro AP i sur. su ujedno
odredili grani¢ne vrijednosti slgE-a prema pojedinim mole-
kulama: prema a-laktalbuminu (2,06 kU, /L), B-laktoglobulinu
(1,85 kU /L) te kazeinu (1,47 kU,/L). Za te alergenske mole-
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SLIKA 1. Interpretacija krizne reaktivnosti alergenskih molekula mlijeka
(prema ref. 8)

kule dijagnosticka specificnost iznosila je 98%, 5to je dovelo
do zakljucka da bolju dijagnosticku specificnost ima odredi-
vanje slgE-a prema molekulama u ekstraktu mlijeka (29).

Alergija na molekule kazeina (kompleks ili pojedinacne mo-
lekule) upucuje na rizik perzistentne alergije, bez obzira na
to pije li bolesnik termicki obradeno ili neobradeno mlijeko.
Tijekom kuhanja mlijeka dolazi do progresivne denaturacije
proteina sirutke Bos d 4, Bos d 5 i Bos d 6. Istodobno kazeini
Bos d 9, Bos d 10, Bos d 11 i Bos d 12 su termostabilni, jer
nemaju sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu strukturu koja
bi se unistila pod djelovanjem povisene temperature (30).
/bog toga izlaganje mlijeka povisenim temperaturama
samo djelomi¢no moze smanjiti alergeni¢nost mlijeka. Ako
je koncentracija slgk-a prema Bos d 8 mala ili nemjerljiva, a
istodobno povecana prema Bos d 4 ili Bos d 5 ili Bos d 6 ili
laktoferinu, kod bolesnika postoji rizik od alergije na neku-
hano mlijeko, uz toleranciju prema onom termicki obrade-
nom (8).

Pod djelovanjem bakterija iz skupine Lactobacillus (npr. L.
delbrueckii supsp. bulgaricus) dolazi do hidrolize proteina mli-
jeka, uglavnom Bos d 4 i Bos d 5, $to smanjuje njihovu antige-
ni¢nost. Na antigeni¢nost alergenskih molekula ne djeluju
jednako sve bakterije iz skupine Lactobacillus. Neke bakterije
(L. fermentum, L. helveticus) mogu smanijiti antigeni¢nost ina-
Ce stabilnih proteinskih molekula Bosd 9iBosd 11.

Molekularna dijagnostika na proteinske molekule mlijeka
moze pomodi u procjeni reaktivnosti na termostabilne mo-
lekule kazeina, ali ne moze zamijeniti kontrolirani provoka-
cijski test invivo (8, 31).

Poznate su krizno-reaktivne reakcije izmedu proteinskih
molekula kravljeg mlijeka i mlijeka drugih sisavaca te izme-
du kravljeg mlijeka i govedeg mesa, jer pripadaju istim pro-
teinskim porodicama. Skupini lipokalina, osim Bos d 5 pripa-
daju alergenske molekule epitela Zivotinja (konja, goveda,
psa, macke). Bos d 6 iz skupine serumskih albumina je kriz-
no-reaktivan s alergenskim molekulama epitela ovce, koze,
kunica, hr¢ka i ostalih sisavaca (8). Preosjetljivost na Bos d 5 i
Bos d 6 moZe izazvati respiratorne simptome. Pravi alergeni
kazeina i B-laktoglobulina su homologni s alergenima mlije-
ka ostalih sisavaca (Slika 1). Oko 13-20% djece preosjetljive
na kazeinske molekule takoder pokazuje alergiju na alerge-
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ne govedeg mesa (8). Buducida je Bos d 6 termolabilna mo-
lekula, mnogi bolesnici podnose dobro pe¢eno meso.

ZAKLJUCAK

Primjena molekularne dijagnostike alergije na mlijeko na-
predak je u dijagnostici alergijskih bolesti, jer je omogucila
da se osim pravih, glavnih alergenskih molekula mogu
identificirati sporedne i krizno - reaktivne molekule. Dija-
gnosticka znacajnost molekularne dijagnostike alergije na
pojedinacne alergenske molekule bit ¢e predmet istraziva-
nja u buduc¢im godinama, s glavnim ciljem da se usporedi
dijagnosticka vrijednost rezultata CRD-a s rezultatima pro-
vokacijskih testova te da se u konacnici preventivne mjere i
terapija prilagode svakom pojedinom bolesniku. Napredak
u podrucju genomike, proteomike, molekularne biologije i
bioinformatike znacajno ¢e pridonijeti identifikaciji pojedi-
nih epitopa alergenske molekule te razumijevanju strukture
alergenskih molekula i njihove alergeni¢nosti.
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SUMMARY
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Molecular diagnosis of cow’s milk allergy

Anica Dzaji¢, lva Topalusi¢, Asja Stipi¢ Markovi¢

Cow’s milk allergy is the most common allergic disease in infancy. About 80% of protein is present in the solid milk fraction (caseins,
casein complex), and about 20% in the liquid milk fraction (whey). Whey contains a-lactalbumin (Bos d 4), B-lactoglobulin (Bos d 5),
bovine serum albumin (Bos d 6), immunoglobulins (Bos d 7) and lactoferrin. Total casein (Bos d 8) consists of four different fractions:
a,-casein (Bos d 9), a,,-casein (Bos d 10), B-casein (Bos d 11) and k-casein (Bos d 12). Determination of these individual allergen
molecules is carried out using the so-called component resolved diagnostics (CRD), which allows identification of major (Bos d 4 and
Bos d 5 and all casein molecules), minor (Bos d 6, Bos d 7 and lactoferrin), as well as cross-reactive (Bos d 5 and Bos d 6) allergen
molecules. Future research will make it possible to assess diagnostic role of detecting individual allergen molecules. Progress is also

expected in the field of molecular biology, genomics, proteomics and bioinformatics.
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