NagyK et al-2:Layout 1 8/29/17 5:35 PM Page 1 %

https://doi.org/10.34101/actaagrar/73/1629

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2017/73.
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OSSZEFOGLALAS

A tej magas tapértékii fehérje- és energiaforras a modern taplalkozasban. A tejfehérjék koziil legnagyobb aranyu fehérje frakcio a kecske-
tejben a f-kazein fehérje, a teljes fehérjemennyiség 60%-a. Kecske esetében a [-kazein génnek legkevesebb kilenc allélvaltozata ismert (A, Al,
B, C,C1, D, E, 0és 0°). Legfontosabb a nullas allélok megismerése, mely hatasara lecsokken a tej f-kazein fehérjemennyisége. A csokkent p-
kazein mennyiség a tejben megvaltoztatja a tej koagulacios és allergén tulajdonsdagait. Ez az dsszefoglalé tanulmany a kecske [-kazein fehér-
Jjét kodolo gén polimorfizmusdanak vizsgdlati lehetéségeit dsszesiti.

Kulcsszavak: CSN2, kecske, polimorfizmus
SUMMARY
Milk plays an important role in the human nutrition as an important protein and energy source. B-casein is the most abundant casein
fraction in the goat milk. The [-casein gene has at least 9 polymorphism in goat breed (4, Al, B, C, C1, D, E, 0 and 0°). The most important
alleles are the zero (0) and zero’ (0°) alleles, because they decrease the quantity of f-casein protein in milk. The lower quantity of the f-casein

changes the properties of the coagulation and the allergenin milk. This review is about the f-casein gene polymorphism in goat breed.
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BEVEZETES csak lecsokken vagy zéro lesz a B-kazein mennyisége
a tejben. Ipari termelésben ez igen fontos, ugyanis a
A tej fiatal emldsallatok taplalékaként szolgal a ter- csokkent B-kazein fehérjetartalmu tej kicsapasa las-
mészetben. Azonban az emberiség torténete ugy ala- sabb, és a beldle nyerhetd sajtmennyiség joval keve-
kult, hogy az ember széles korben fogyasztja a tejet sebb, mint a normal allélu allaté. A sajtmennyiség (pl.
minden formajaban. Az emlésallatok teje igen valto- caciotta sajt esetében, 30 napos érlelés utan), csupan a
zatos Osszetételében, mely nagyban fligg az allat faja- 80%-a a normal tejhez képest (Chianese et al. 1993).
tol, életmodjatol, takarmanyozasatol. A taplalkozas- A tejfelhasznalasi és sajtkészitési folyamatokon tul
tudomany szerint tejre mindenkinek sziiksége van, ma- van még egy fontos szerepe a polimorfizmusok ismere-
gas tapértéke miatt, elsddleges kalciumforras a modern tének, a tejfehérje intolerancia.
human taplalkozasban (Kukovics et al. 2009). A tejfehérje allergia egy immunrendszeri rendelle-

A kecsketejtej altalanos dsszetétele: 86,85% viz és nesség miatt alakul ki. A feln6tt lakossag mintegy 0,1—
13,15%-a szarazanyag, melyben 3,6% a fehérjetarta- 0,5%-at érinti (Bindels és Hoijer 2000), am gyermek-
lom (Csaszar és Unger 2005). A kecsketej azonban a korban az egyik leggyakrabban el6fordulo allergia. Az

kazeintejek koz¢ sorolhatd, mert a szarazanyagban fel- allergiat a tejben levo fehérjék okozzak, leggyakrab-
lelhetd fehérjék 60%-a a kazeinek kozé tartozik. A tej- ban a tehéntej fehérjéi. A tehéntejben az a-laktalbumin
fehérjék két nagy csoportba sorolhatéak a kazeinek, és ¢és a (-laktoglobulin a f6 allergén fehérjék (Crittenden
a savofehérjék. Az aS1-, aS2-, B- és a k-kazein, a ka- ¢és Bennett 2005). Ezzel szemben a kecsketejben a ka-
zeinek csoportjaba, az a-laktalbumin és a B-laktoglo- zeinek okozhatnak allergias reakciot. Az allergias tii-
bulin a savofehérjék csoportjaba sorolhatd. A kecsketej netek elkeriilhetéek lehetnek a tej B-kazein tartalmanak

6 kazeinfrakcidja a f-kazein (CSN2), amely mas ka- csokkentésével (Bevilacqua et al. 2001).

zeinekkel — aS1 és az aS2 — 6sszekapcsolddva micel-

lakat alkot, mig a x-kazein a micella kiils6 boritasat A p-KAZEIN GEN POLIMORFIZMUSA KECSKE
adja stabilizalva azt. A kazein micellék hatdrozzak meg ESETEBEN

a tej szamos fizikai tulajdonsagat, ami nagyon jelentds

a tarolas, vagy a késdébbi feldolgozasi folyamatok soran Az els6 publikacio, mely a tejfehérje polimorfiz-
(Wedholm et al. 2000). musokrdl szol, lehetdséget adott a hat legfontosabb tej-
fehérje, illetve tejfehérje gén tovabbi vizsgalatdhoz

A -KAZEIN FEHERJE SZEREPE (Aschaffenburg és Drewry 1959). Kecske fajban elso-
ként az aS2-kazein gén polimorfizmusat azonositottak.

A B-kazein a legnagyobb kazein frakcié a kecske- Az A ¢és B allélokat alpesi és szanentali kecskefajtak-
tejben, a teljes fehérje mennyiség 60%-a (Neveu et al. ban ismerték meg (Boulanger et al. 1984). Késdbb né-
2002). Az eltérd genotipusok ugyanis eltérd kazein fe- hany év alatt azonositottak az aS/-kazein gén tobb po-
hérjeszintet eredményeznek a tejben. Legnagyobb ha- limorfizmusat (Boulanger et al. 1984, Grosclaude et al.
tasa a nullas génvaltozatoknak van, ami hataséara igen- 1987, Mahé és Grosclaude 1989). Ez elvezetett a felté-
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telezéshez, hogy a f-kazein gén is rendelkezik polimorf
régioval. A CSN2 gén A és B alléljait irtak le eldszor
(Roberts et al. 1992, Mahé ¢s Grosclaude 1993).

Mara a B-kazeinnek legkevesebb kilenc allélja is-
mert kecske esetében. Ezek koziil az A, Al, B, C, Cl1,
D, E allélok normal mennyiségli (Roberts et al. 1992,
Mahé és Grosclaude 1993, Neveu et al. 2002, Galliano et
al. 2004, Cosenza et al. 2005, Caroli et al. 2006), 10 g/l
B-kazeint eredményeznek a tejben, azonban a 0’ és a 0
allélok hatasara (Ramunno et al. 1995, Persuy et al. 1999)
a tej B-kazein fehérjetartalma akar tizedére (Ramunno
et al. 1995) vagy szazadara (Persuy et al. 1999) is le-
csokkenhet.

A kecske f-kazein gén a hatos kromoszoman he-
lyezkedik el. Kilenc exonbdl all, melyek mérete 24—
492 bp kozott talalhato. A 7-es exon tartalmazza a ka-
zein fehérje nagy részét, nagyjabol a fehérje 82%-at,
igy a polimorfizmusra iranyul6 vizsgalatok altalaban a
7-es exonra iranyulnak. A CSN2 gén egy 1088 nukleo-
tidbol alld mRNS-t kddol. A 8-as exon csupan a stop
kodont kédolja (Cosenza et al. 2005).

A mutéciok nagy része pontmutacié (SNP, single
nucleotid polymorphism), ahol valtozatos modszerrel —
AS-PCR (Allele-Specific-Polymerase Chain Reaction),
PCR-SSCP (PCR - Single-Strand Conformation
Polymorphism), PCR-RFLP (PCR — Restriction
Fragment Length Polymorphism), Lighcycler Anali-
zis — vizsgaltak a tejfehérje géneket a kiilonboz6 kecske-
fajtak egyedeiben (Ramunno et al. 1995, Cosenza et al.
2005, Chessa et al. 2008, Sztankoova et al. 2008).

A kazeinek heterogenitasat nem csak mutacio, ha-
nem eltérd poszttranszlacios folyamatok is befolyasol-
jék, igy példaul az eltérd foszforilacios és glikolizacios
folyamatok (Richardson és Creamer 1976, Chianese et
al 1993). Ezeket a fenotipusos variansokat elektrofore-
tikus technikakkal lehet elemezni. Az elmult években
a tomegspektrometria modszerét parositjak egyéb tech-
nikakkal, igy pl. HPLC-vel (high-performance liquid
chromatography) (Neveu et al. 2002), vagy a 2DE-vel
(two-dimensional electrophoresis), mely hatékony mod-
szer a fehérje meghatarozasra (Marletta et al. 2007).

ANORMAL ALLELOK VIZSGALATA

Els6ként az A allélt (GeneBank Acc. No. AJ011018)
ismerték meg. A polimorfizmus megismeréséhez a klo-
nozas modszerét kombinaltak szekvenalassal (Roberts
et al. 1992).

Az Al allélt leukocitakbol nyert genomialis DNS
vizsgalataval mutattak ki olasz kecskefajtabol. PCR-
RFLP médszert, Sspl enzimet hasznaltak a vizsgalat
soran, késébb szekvenaltak is a DNS szakaszokat. A
kilencedik exon 360 bp hosszlisagu szekvenciajat dusi-
tottak fel az analizishez. Az A allél mellett egy 0 egy-
pontos mutaciot is felfedeztek, ez lett az A1 allél. Az
Al allél kialakulasaért egy C>T kicserélodés felelds, a
kilencedik exon 180. pontjaban. Ez egy olyan csendes
allélvaltozat, amely nem okoz valtozast a fehérjelanc-
ban (Cosenza et al. 2005).

Ez a pontmutacié mas fajokban is eléfordulhat,
ilyen példaul a tehén Bos taurus (GeneBank Acc. No.
M55158), ajuh Ovis aries (GeneBank Acc. No. X79703),
a vizibivaly Bubalus bubalis (GeneBank Acc. No.
AJ055165), vagy a haziasitott jak Bos grunniens (Gene

Bank Acc. No. AF194985). Az A1 allél gyakorisaga a
Népoly melldl szarmazoé allomanyban 0,23 volt, és
megfelelt a Hardy-Weinberg egyensulynak (Cosenza
et al. 2005).

A kecske fajban néhany variansnak nem ismert mai
napig a DNS szekvencidja, csak a fehérjelanc amino-
sav-sorrendje. Ilyen a B allél (Mahé és Grosclaude
1993) és a D allél (Galliano et al. 2004).

A B fehérje varianst izoelektromos fokuszalassal
(IEF) azonositottak kreol kecskefajtaban, a varianst ko-
dolo DNS szekvencia jelenleg nem ismert (Mahé és
Grosclaude 1993).

A B-kazein fehérje polimorfizmusat RP-HPLC/
MSMS technologia alkalmazasaval Neveu et al. (2002)
vizsgaltak, és hangstlyoztak a poszttranszlacios folya-
matok fontossagat. Egy 01j fehérjevarianst fedeztek fel,
a CNS2 C varianst, melynek leirta foszforilaciés minta-
zatat peptid tomegspektrum-alapu ujjlenyomat-felvé-
teli technikéaval. A C varians az A-t6l egy aminosavban
kiilonbozik, a 177-es pozicidban egy Ala>Val kicseré-
16dés tortént. A kecske kazein fehérje foszforilacios
mintazata nagy homologiat mutat a tehén CSN2 fehérje
foszforilacios mintajaval.

A C allél tovabbi gyors, nagy egyedszamu genotipi-
zalasat tette lehetévé az ujonnan megismert LightCycler
analizis. A fluoreszcens rezonancia energia-atvitelen
alapul6 vizsgalat a C allélt valasztja el az A-tol — ahol
az A magaban foglalja az A, A1, E, 0 és a 0’ genotipu-
sokat. A CSN2 C allél dominans volt a barna és vilagos
cseh rovidszort kecskefajtakban.

Az A allél gyakoribb afrikai és indiai fajtakban, a C
allél gyakoribb olasz és torok fajtakban (Sztankoova et
al. 2008).

A B-kazein D variansat azonositottdk az olasz ar-
gentata dell’Etna kecskefajtabol. Az RP- HPLC és az
ESI-MS technikat alkalmazva a CSN2 C varians fehér-
jétol tudtak elkiiloniteni egy uj valtozatot, amelyet D-
nek neveztek el. Az 0j valtozatot egy aminosav-csere
hozta 1étre, a 207-es pontban Val>Asn szubsztitlicio,
amely két foszforilacios szintet is mutat: 6t vagy hat
foszfatcsoport kapcsolodhat hozza (Galliano et al.
2004).

Az E allélt az észak-olasz frisa kecskefajtabol de-
tektaltak PCR-SSCP segitségével. Az E allél el6fordu-
lasa mas kecskefajtaban eddig nem ismert. A 7-es exon
370-es pozicojaban egy A>C kicserélddés hozza létre.
Gyakorisaga igen alacsony, 0,079 volt a frisa allo-
manyban (Caroli et al. 2006).

ANULLAS ALLELOK VIZSGALATA

Szamos génnél ismert olyan allélvaltozat, melynek
jelenlétében jelentsen csokken vagy eltiinik az altala
kodolt fehérje. Sok esetben a problémat, valtozast egy
pontmutacid idézi eld, mely pontmutacio egy korai
stop kodont eredményez. Ennek eredményeként csok-
kent mennyiségi mRNS termelddik — atugorva az
exont —, mely a hibas kodont tartalmazza (Persuy et al.
1999).

A nullas allél els6 detektalasa fehérje szinten Mahé
¢és Grosclaude (1993) nevéhez fiizédik. Guadelupe szi-
getérdl szarmazo kreol kecskek B-kazein fehérje poli-
morfizmusat izoelektromos fokuszalassal (IEF) azono-
sitottak (Mahé és Grosclaude 1993). Northern blot ana-
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lizissel megmutattak a teljes eml6bdl szarmazo RNS
mennyiségben, hogy a 0/0 genotipusu egyedek mRNS
szintje minddssze 5% volt az AA genotipusu egye-
dekhez képest (Valentine 1998).

A 0’ allélvaltozatot egy tranzicid (Ramunno et al.
1995), a 0 allélvaltozatot egy delécid hozta Iétre (Persuy
et al. 1999). Az mRNS mennyisége a mutacioknak
kOszonhetden a 0-as allél hatasara szazadara, a 0’-es
allél hatasasra tizedére csokkent a normal tejhez képest
(Ramunno et al. 1995, Persuy et al. 1999). A két nullés
allélt az hatarozza meg, hogy a tranzici6 és delécio id6
eldtti stop kodont eredményezett az 58-as (Persuy et al.
1999) és a 182-es pozicioban (Ramunno et al. 1995).

Olasz kecskefajtaban AS—PCR-rel allapitottak meg
a CNS2 A ¢és 0’ allél jelenlétét az allatokban. Az allél-
valtozatot a 7-es exon 182. kodonjdban tortént C>T
tranzicid okozza, mely egy 1d6 elétti stop kodont ered-
ményezett az atirasi folyamatban. A stop kodon hatéasa-
ra a B-kazein fehérje 207 aminosav helyett csak 166
aminosavbol all (Ramunno et al. 1995).

A 0-as allélvaltozatot szintén a 7-es exonon torténd
egyetlen nukleotid delécid hatdrozza meg. A 7-es exon
16-19-es négy adenin nukleotidja koziil egy torlodott
(Persuy et al. 1999). Az 6sszehasonlitd szekvencia elem-
z¢€s —a CSN2 0 és a CSN2 A — megmutatta, hogy mind-
keét allél egyforma méretii, de a nukleotid delécio a 7-es
exon 5’-s végén egy korai stop kodont eredményez. A
real-time PCR megmutatta, hogy az mRNS mennyisé-
ge is joval kevesebb a nullas allélu génvaltozat stop
kodonja miatt (Persuy et al. 1999).

A kecskeszekvencidk promoter régidjat 6sszeha-
sonlitva mas SNP-k is megtalalhatoak.

Az egyik a 1538-as pozicidban A>G kicserélddés,
amelyet mar leirtak Pappalardo et al. (1997). A masik
a 1311-es pozicidban T>C (Cosenza et al. 2007).

AT nukleotid az 1311-es pontban és az A nukleotid
az 1538-as pontban nem csak a kecske Capra hircus faj
promoter (GeneBank Acc. No. AJ011018, DQ673920,
DQ673919, AY 834229, AY398686, M90559) régioja-
ban, hanem tobb mas allatfajban is megtalalhato, ilyen
pélaul a juh Ovis aries (GeneBank Acc. No. X79703),
a vizibivaly Bubalus bubalis (GeneBank Acc. No.
AY352050), a szarvasmarha Bos taurus (GeneBank

Acc. No. AJ973327, U47012, M55158) és a jak Bos
grunniens (GeneBank Acc. No. AF194986). Ez a szek-
vencia a gén Osi eredetét bizonyitja (Cosenza et al.
2007). Mutaci6 detektalasa AS-PCR-rel tortént a
1311T>C pontban (Cosenza 2007). A tranzicidé — 1538-
as pozicidban, A>G szubsztitliicio-vizsgalata — PCR-
RFLP-vel, MSEI1 enzimmel tortént (Pappalardo et al.
1997).

Z¢ér6 vagy csokkent B-kazein frakcio jelent meg
azoknak az allatoknak a tejében, melyek a 1311-es
pontban a C allélt hordoztak homo-, vagy heterozigota
formaban. Ez a mutacio részt vesz a génmiikddést sza-
balyoz6 folyamatokban, tovabba lehetséges, hogy kap-
csoltsagban all az expresszio hianyaval. Az 1311-es
nukleotid ismerete j6 lehetdség B-kazein fehérje men-
tes tej termelésére (Cosenza et al. 2007).

AZ OSSZES ALLEL EGYUTTES VIZSGALATA

A f-kazein gén A, C, és 0’ allélok egyszert elva-
lasztasat egy SSCP-PCR metodikaval készitették el.
Ezt a gyors genotipizaldsi modszert hét olasz kecske-
fajtaban dolgoztak ki. Az A és a C varians csak geneti-
kailag kiilonbozik egymastol, a fehérjében nincs kii-
16nbség. A szekvenciaelemzés megmutatta, hogy az 6si
allél az A, a varians pedig C. Az A allél nagyobb frek-
venciaju volt néhany szelektalt fajtaban (pl. a szdnen-
tali vagy a camosciata). A bennsziilott olasz fajtakban
a C allél volt a leggyakoribb (pl. orobica, jonica, gar-
gancia, cilentana, maltese). Homozigéta 0°/0” allélu al-
latot egyik fajtaban sem detektaltak (Chessa et al. 2005).

Egyszerre legkevesebb hét allélt (A/A1/C/C1/E/0/0%)
valasztott el PCR-SSCP technikaval Chessa et al.
(2008). Tovabba még az Al-es allélhez hasonl6 csen-
des, C1 allélt is megismerték, mely DNS szinten igen,
de fehérje szinten nem jelenik meg. A valtozast egy
C>T tranzicid okozza, a kilencedik exon 180. nukleo-
tidjaban. A T nukleotid a 180. pozicioban minden
egyedben megjelent, amelyben ott volt a CNS2 C mu-
tacio, ezért lett az 01j varians C1 (Chessa et al. 2008).

Az allélok és vizsgalati modszereik 6sszefoglalasa
az 1. tabldzatban lathato.

1. tablazat

A kecske CSN2 gén polimorfizmusa

CSN2 Fehérjemodszer(1) DNS mddszer(2) Publikalta(3)
A allél(4) Klénozas és szekvendlds(15) Roberts et al. (1992)
Al allél(5) PCR-RFLP Cosenza et al. (2005)
B allél(6) IEF Mahé és Grosclaude (1993)
C allél(7) RP-HPLC/MSMS LightCycler Analizis(16) Neveu et al. (2002), Sztankéov4 et al. (2008)
C1 allél(8) PCR-SSCP Chessa et al. (2008)
D allél(9) RP-HPLC/ESI-MS Gallianoet al. (2004)
E allél(10) PCR-SSCP Caroli et al. (2006)
0 allél(11) AS-PCR Ramunno et al. (1995)
0 allél(12) Northern bot/RT-PCR Persuy et al. (1999)
A/A1/C/C1/E/0/0" elvalasztas(13) PCR-SSCP Chessa et al. (2008)
A/C elvalasztas(14) LightCycler Analizis(16) Sztankdova et al. (2008)
SNP T>C p.1311 AS-PCR Cosenza et al. (2007)
SNP A>G p.1538 PCR-RFLP Cosenza et al. (2007)

Table 1: The polymorphism of the CSN2 gene in goat

Protein methods(1), DNA methods(2), Published(3), Allele A(4), AlleleA1 (5), Allele B(6), Allele C(7), Allele C1(8), Allele D(9), Allele E(10),
Allele 0'(11), Allele 0(12), Determination of the A/A1/C/C1/E/0/0" allelic variants(13), Determination of the A/C allelic variants(14), Cloning

and sequencing(15), LightCycler Analysis(16)

71



NagyK et al-2:Layout 1 8/29/17 5:35 PM Page 4

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2017/73.

OSSZEGZES

Az allattenyésztési és szelekcios programok 1éte-
zése ma mar elképzelhetetlen részletes genetikai hat-
tér ismerete nélkiil. Az egyre novekvo igények és a
fejlédé ipari allattenyésztésben elengedhetetlen alap-
vetd feltétel az allomanyok tejtermelési és tejmindségi
mutatdinak ismerete, valamint pozitiv irdnyba torténd
befolyasolasa a genetika altal. A genetikai hattér lega-
labb annyira fontos tényez0, mint a fajta vagy a ter-
melési mod.

A kecsketej legnagyobb aranyu fehérjefrakcidja a
B-kazein (Csaszar és Unger 2005).

Elelmiszeripari jelentésége a kazeineknek a sajt-
készitési folyamatokban van. A kazeinek alkotjak a tej
micellas szerkezetét. Hidnyaban gyengébb mindségli és
kevesebb sajt nyerhet6 a tejb6l (Wedholm et al. 2006).

Ugyanakkor a csokkent B-kazein frakcio a tejben
jo kiindulasi pont lehet olyan tejtermékek eldallitasa-

ban, mely a tejfehérje allergiaval rendelkezok szamara
is fogyaszthato.

A tehén f-kazein gén legkevesebb 12 allélel (Al,
A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1, H2, I) rendelkezik
(Baranyi és Bésze 2009), mig a kecske esetében legke-
vesebb kilenc allél ismert, melyek koziil hét (A, Al, B,
C, Cl, D, E) normal szintl f-kazeint eredményez a tej-
ben. A két nullas allél a 0’ (Ramunno et al. 1995) és a
0 (Persuy et al. 1999) esetében a f-kazein mennyisége
tizedére, illetve szazadara csokken a tejben, igy ezen
allélok detektalasa egy allomanyban kiemelkedden
fontos lehet.

A szelekcios folyamatok a molekularis genetikai
nyujtotta lehetdségekkel iranyitottabb termelést és na-
gyobb hozamokat eredményezhetnek a tejtermelésben
¢és egyéb agrargazdasagi folyamatokban.

A genetikai variansok ismerete el@segitheti a tejter-
melés mindségi és mennyiségi tulajdonsagainak ter-
vezhetdségét, javulasat (Bevilacqua et al. 2001).
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