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KRATICE

TLR — toll like receptori

PAMP — patogenima pridruzeni molekularni sljedovi (engl. pathogen associated molecular

patterns)

RH — Republika Hrvatska

EU — Europska Unija

HF — Holstajn frizijska pasmina (engl. Holstein Friesian)

BSS — broj somatskih stanica

HAPIH — Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu

PCR — lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
pb — parovi baza

RFLP — metoda cijepanja umnoZenog specifi¢nog odsjeCka DNK (engl. restriction fragment

length polymorphism)
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1. UVOD

Govedarstvo predstavlja jednu od najvaznijih grana stocarske proizvodnje i Cesto se koristi
kao pokazatelj stanja u poljoprivredi jedne zemlje. Proizvodnja mlijeka kao najznacajniji dio
govedarske proizvodnje od strateSkog je znacenja za razvoj poljoprivrede.

Mlijeko je tekuéi proizvod mlijecne Zlijezde sisavaca koji se luc¢i nakon poroda te ima ulogu
prehrane mladuncadi. Zbog svog sastava bogatog kalcijem, bjelancevinama, vitaminima i
mineralima naislo je na Siroku upotrebu u ljudskoj prehrani (WANG 1 sur., 2018.). Koristi se
kozje, kravlje, ov¢je i rjede jos neka mlijeka. Medutim zbog velike koli¢ine 1 njegove kvalitete,
najées¢e je koristeno kravlje mlijeko. Cak se i vrijednost krave procjenjuje koli¢inom i
kvalitetom mlijeka koje proizvodi (vise mlijeka-veca vrijednost). Krave koje nisu zdrave daju
manje mlijeka pa je u mljekarskoj industriji prepoznata vaznost odrzavanja kvalitete Zivota i
zdravlja krava.

Najcesca bolest na mlije¢nim farmama je mastitis. Mastitis je upala mlijene Zlijezde koja
moze biti zarazne i nezarazne etiologije. Dovodi do smanjenog lu¢enja mlijeka i njegove losije
kvalitete $to, posljedi¢no, dovodi do velikih financijskih gubitaka. Dijagnosticki najbitnija
promjena u sastavu mlijeka je povecan broj somatskih stanica (BSS). Njihov se broj u mlijeku
mijenja, osobito u prisutnosti bakterija. Stoga su somatske stanice pokazatelj zdravlja vimena
krava, ali 1 higijenske prihvatljivosti mlijeka. Subklini¢ki mastitis je mastitis bez vidljivih
promjena na vimenu i1 u mlijeku, ali s pove¢anim brojem somatskih stanica 1 ujedno loSijom
kvalitetom mlijeka. To je glavni razlog financijskih gubitaka jer se teSko dijagnosticira.
Najces¢i uzrok mastitisa su bakterije, ali to mogu biti 1 gljivice, virusi, lo§ menadZment muzZnje
1 lo§ menadZment na farmi (CHEN i sur., 2021.). Takoder, bitnu ulogu u nastanku mastitisa ima
1 genetika.

Kod mlije¢nih krava je mastitis vrlo Cest pa je proucavanje obrane organizma i lijecenje od
ove bolesti zauzelo znac¢ajno mjesto u znanstvenim istrazivanjima i radovima. Otkriveno je da
veliku ulogu u obrani organizma od mastitisa imaju toll like receptori (TLR). To su
transmembranske bjelanCevine koje su ukljuCene u steeni 1 prirodeni imunosni odgovor
domacina. Oni omogucuju organizmu da prepoznaje patogenima pridruzene molekularne
sljedove, PAMP (engl. pathogen associated molecular patterns). PAMP Ccine brojne
molekularne strukture raznih mikroba kao Sto su bakterije, virusi, gljivice i1 protozoe. Osim
PAMP-a prepoznaju 1 kemijske molekule koje se otpuStaju u organizmu prilikom upalnih
procesa ili nekroze nekog tkiva (MAURIC MALJKOVIC i sur., 2023.). TLR4 je receptor koji

prepoznaje strukturalne molekule prvenstveno Gram-pozitivnih bakterija, ali i nekih Gram-



negativnih bakterija. Otkriven je porast TLR4 bjelancevina u vimenu krava tijekom mastitisa
Sto ukazuje na mogucnost povezanosti TLR4 bjelancevine s mastitisom. 7LR4 gen je sklon
mutacijama, Sto otvara mogucnost da je neka mutacija povoljnija u obrani domacina od
mastitisa.

Cilj ovog rada je utvrditi polimorfizam ¢.9421 C>T TLR4 gena, njegovu ucestalost 1 utjecaj

na sastav mlijeka i BSS.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. Mlijecno govedarstvo i proizvodnja kravljeg mlijeka

Govedarska proizvodnja je najjaca grana stoCarstva u Republici Hrvatskoj (RH) koja ima
dugu tradiciju. Ukupan broj goveda u Republici Hrvatskoj na kraju 2023. godine bio je 445015,
a ukupan broj krava 136585. U odnosu na 2022. godinu ukupan broj krava smanjen je za 2,8 %
(3981 krava). Broj mlijecnih i kombiniranih pasmina je 113865 krava, §to je za 6465 manje u
odnosu na 2022. godinu. Navedeno smanjenje broja goveda prati opéeniti trend smanjenja broja
goveda u RH, kao i opéenito u Europskoj Uniji (EU) u zadnjih 10 godina (Slika 1) (HAPIH,
2024.; AHDB, 2024.).

Broj goveda

480000 22000000
480000 21500000
470000 21000000
460000 20500000
450000 20000000
440000 15500000
430000 15000000
420000 18500000

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

e Republika Hrvatska =~ e Europska Unija

Slika 1. Kretanje brojnog stanja goveda u RH 1 EU u razdoblju od 2014. do 2023. godine

NajceS¢e pasmine u Republici Hrvatskoj su simentalska pasmina 1 holStajn frizijska
pasmina, koje zajedno ¢ine 74,12% ukupne populacije krava RH. Potom slijede krizanci
(11,42%), busa (2,95%) te ostatak koji ¢ini 11,51% (HAPIH, 2024.).

Holstajn frizijska pasmina (engl. Holstein Friesian, HF) je druga najzastupljenija
pasmina u RH s 21,41% (29240 jedinki) ukupne populacije krava. HF je najproduktivnija

pasmina na svijetu po pitanju mlije¢nosti te se stoga prvenstveno drzi za proizvodnju mlijeka.



Krizanjem crnog goveda s Batavskog otoka i frizijske bijele krave dobivena je Zivotinja koja je
proizvodila najviSe mlijeka uz ogranicene izvore hrane. Ove su zivotinje genetski evoluirale u
ucinkovitu, visokoproizvodnu crno-bijelu mlije¢nu kravu, danas poznatu kao Holstein-Friesian
(HOLSTEIN ASSOCIATION USA, 2024.). U RH prosje¢na krava ove pasmine daje 8674 kg
mlijeka u standardnoj laktaciji (305 dana) s 4,2% mlije¢ne masti 1 3,5% bjelancevina (HAPIH,
2024.). Prosjecna HF krava u SAD-u proizvede oko 10400 kg mlijeka u svakoj laktaciji, §to
iznosi 34 litre mlijeka po kravi dnevno (HOLSTEIN ASSOCIATION USA, 2024.). lako je broj
mlije¢nih 1 HF goveda zadnjih godina u padu, proizvodnja mlijeka po kravi je u blagom porastu

(Slika 2) (HAPIH, 2020.; HAPIH, 2021.; HAPIH, 2022.; HAPIH, 2023.; HAPIH, 2024.).

Usporedba broja HF krava u kontroli mlijecnostii
kolicine mlijeka HF krava
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Slika 2. Usporedba brojnosti i koli¢ine mlijeka (kg) u standardnoj laktaciji (HF) krava u
razdoblju od 2019. do 2023. godine



2.2. Mlijjecna Zlijezda

Mlijecna zlijezda ili vime je tubuloalveolarna kozna zlijezda koja sluzi za izlu€ivanje
mlijeka. Vime krave je veliko te je zbog toga vezano uz trup ¢vrstim suspenzornim ligamentom.
Sastoji se od Cetiri Cetvrti koje su medusobno nezavisne i odvojene vezivnim tkivom. Vezivno
tkivo prodire u ¢etvrti te ih dijeli na reznjeve i reznjice. Svaka Cetvrt je gradena od sise, mlijeCne
cisterne (sisne i Zljezdane cisterne), mlije¢nih kanali¢a i Zljezdanog parenhima. Zljezdani
parenhim se sastoji od sitnih razgranatih kanali¢a koji se prosiruju u sekrecijske mjehurice ili
alveole (DYCE i sur., 2010.).

Lucenje mlijeka zapocCinje sintezom u epitelu alveola nakon cega se luc¢i u lumen
alveola. Iz alveola pasivno isti¢e u mlije¢ne kanale pa aktivno, uz pomo¢ mioepitelnih stanica,
odlazi u mlije¢ne kanali¢e (BRAUN i FORSTER, 2012.). Osnovni preduvjet lu¢enja mlijeka je
redovito praznjenje vimena. Za pocetak luc¢enja mlijeka potrebni su taktilni i termicki podrazaji

kao S§to su sisanje i muznja.

2.2.1. Sastav mlijeka

Mlijeko je jedini oblik prehrane za mladuncad prvih par mjeseci njihova Zivota, stoga
mora biti bogato hranjivim tvarima poput masti, bjelanc¢evina, Secera (laktoze), vitamina i
minerala. Sastav mlijeka razlikuje se od vrste do vrste (Tablica 1). U vecini slucajeva, mlijeko
1 mlije¢ni proizvodi koje ljudi proizvode 1 konzumiraju su kravljeg podrijetla (JENSEN, 1995.;
PATTON, 2005.; HAUG i sur., 2007.).

Tablica 1. Usporedba sastava mlijeka kod krave, ovce 1 koze (WILLIAMS, 2019.)

Krava Koza Ovca

Kazein (g/100g) 3,0 24 4.7

Mlije¢na mast (g/100g) 3,7 4,3 6,1

Laktoza (g/100g) 4,7 4,1 4,8

Bjelancevine (g/100g) 3,4 3,7 5,5




mlijeka. Daje ugodan okus, aromu, konzistenciju i teksturu mlije¢nim proizvodima. Takoder,
ima najvecu energetsku vrijednost (37 kJ/g). Vecina lipida u mlijeku su triacilgliceroli (oko
95%), dok ostatak cine diacilgliceroli, monoacilgliceroli, steroli (kolesterol) i fosfolipidi
(lecitin) (JENSEN, 1995.; PATTON, 2005.; HAUG i sur., 2007.).

Bjelancevine Cine 3,2-3,8% mlijeka. Energetska vrijednost bjelancevina iznosi oko 17
kJ/g. Mlijecne bjelancevine se dijele na bjelancevine sirutke 1 kazein. Kazein ¢ini oko 80%
mlije¢nih bjelancevina i u mlijeku se nalazi u obliku micela. Micele kazeina su nakupina
odredenog broja manjih globularnih jedinica ‘“submicela” koje nastaju povezivanjem
kazeinskih frakcija. Proteini sirutke ¢ine oko 20% mlije¢nih bjelancevina i puno su stabilniji od
kazeina. Tu spadaju i imunoglobulini koji su nam bitni kod prijenosa imuniteta s krave na tele.

Svjeze kravlje mlijeko sadrzi oko 4,7% laktoze. To je disaharid kojeg Cine glukoza i
galaktoza. Jedini je izvor galaktoze u ljudskoj prehrani i proizvodi se iz glukoze u krvi.

Mlijeko jos sadrzi puno minerala (kalcij, selen, zeljezo, magnezij, fosfor, kalij, natrij,
cink, jod), vitamina (A, D, E, C, B1, B2, B6, B12, pantotenska kiselina, niacin, biotin i folna

kiselina) 1 enzima, kojih ima preko 60 (lipaze, fosfataze, peroksidaze, katalaze, reduktaze).

2.3. Mastitis

Mastitis je upala mlijecne Zlijezde koja moZe biti zarazne i nezarazne etiologije.
Ve¢inom je uzrokovan bakterijama koje otpustaju toksine i oStecuju mlijecnu Zlijezdu. To
dovodi do smanjene produkcije 1 promijene u sastavu mlijeka. Uzrokuje izlu€ivanje i zamjenu
oboljelih krava te posljedi¢no velike ekonomske gubitke u proizvodnji. S obzirom na klinicku
sliku, dijelimo ga na subklinicki i klinicki mastitis. Kod subklini¢kog mastitisa nema vidljivih
promjena na vimenu ili mlijeku, ali postoji mikrobna kultura u mlijeku. To uzrokuje upalni
proces 1 povecan BSS. Klinicki oblik nastaje naglo (temperatura, smanjen apetit, smanjene
ruminacije, ubrzan puls, dehidracija, slabost 1 depresija), vime je crveno, oteceno i bolno, a
mlijeko se slabije lu¢i i promijenjenog je sastava. Promijene u sastavu mlijeka su: povecan BSS,
poviseni natrij, kloridi, serumski albumini, imunoglobulini i transferini, snizeni kalij, kalcij,
laktoza, mast 1 kazein te poviSeni pH mlijeka (SHARMA 1 sur., 2015.; WANG 1 sur., 2018.;
MISEIKIENE i sur., 2020.; CHEN i sur., 2021.; YANG i sur., 2022.).

Bakterije koje uzrokuju mastitis se mogu podijeliti na zarazne bakterije i bakterije iz
okoliSa. Zarazne bakterije se Sire izmedu inficiranih Cetvrti, dobro su adaptirane na Zivot u
vimenu 1 Cesto uzrokuju blage, kroni¢ne infekcije. Naj¢eS¢e zarazne bakterije vimena su
Staphylococcus aureus 1 Streptococcus agalactiae, dok su Corynebacterium bovis 1

6



Mycoplasma bovis nesto rijedi. Bakterije iz okoliSa uzrokuju infekcije ulaskom kroz sisni kanal
najcesce u suhostaju ili u razdoblju oko teljenja. Nalaze se u tlu i stelji te ih se nemoguce rijesiti.
Najces¢i uzrocnici koji ovim nacinom inficiraju vime su Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter spp. 1 druge bakterije koje se fizioloski nalaze u probavnom sustavu
goveda (SHARMA i sur., 2015.; CHEN i sur., 2021.; YANG i sur., 2022.).

Na zdravlje mlijecne zlijezde utjeCu lokalni obrambeni mehanizmi, genetika,
menadzment i okoli§ u kojem se krava nalazi (CHEN 1 sur.,, 2021.). Lokalni obrambeni
mehanizmi podrazumijevaju leukocite, specificna protutijela, nespecifi¢ne cimbenike imunosti
1 sisni kanal. Sisni kanal sadrzZi sfinkter koji zatvara kanal te predstavlja mehanicku barijeru za
bakterije iz okolisa. Od genetskih preduvjeta koji utjeCu na razvitak mastitisa mogu se izdvojiti
oblik vimena i sisa te razni kandidatni geni za otkrivanje genetske varijacije ekonomski bitnih
svojstava farmskih Zivotinja. Odredeni oblici vimena i krajeva sisa su predodredeni nastanku
mastitisa kao na primjer viseée vime ili uvrnuti kraj sise. Sto se ti¢e menadzmenta, najbitnija je
higijena sisa. Muzna oprema i ruke muzaca moraju biti ¢isti, a sise se moraju dezinficirati prije
i nakon muznje da bi se sprijecio prodor mikroorganizama u sisu. Okoli§ krave bi trebao biti
Sto susi jer vlaga 1 visoka temperatura poticu rast bakterija. Staja bi trebala imati odgovarajucu
ventilaciju i ne bi smjela biti prenapucena. Sama staja i prostor oko staje bi trebali biti $to ¢iS¢i
kako bi smanjili moguénost nastanka infekcije.

Rana prevencija klinickih 1 subkliniCkih mastitisa treba biti prioritet svake farme
mlije¢nih goveda. U dijagnostici mastitisa je najbitniji BSS. Somatske stanice u mlijeku su
brojne upalne stanice (najcesce leukociti), stanice mikroba i stanice sekretornog epitela vimena.
Neki autori smatraju da je prihvatljiv BSS 100 000 stanica/ml mlijeka (CHEN i sur., 2021.). U
RH je dozvoljen broj somatskih stanica 400.000 stanica/ml mlijeka (NN 136/2020.).

U istrazivanjima se daje veliki naglasak na mutacije u kandidatnim genima koji su kroz
razli¢ite puteve potencijalno ukljuceni u sprjecavanje mastitisa. Danas postoji ve¢ mnogo gena
za Cije polimorfizme se pretpostavlja da mogu utjecati na pojavnost mastitisa u krava (NOORI
i sur., 2014.; SHARMA i sur., 2015.; ZHOU i sur., 2017.; WANG i sur., 2018.; MISEIKIENE i
sur., 2020.; CHEN i sur., 2021.; YANG i sur., 2022.). U navedenu skupinu spadaju i toll like

receptori.
2.4. Toll like receptori

Toll like receptori (TLR) su sastavni dio imunosnog sustava svakog domacina. To su
transmembranske bjelancevine koje prepoznaju sastavne dijelove raznih mikroba. Na temelju

razli¢itih uloga, strukture i polozaja dijele se na viSe skupina. U sisavaca postoji 13 skupina



TLR-ova (TLR1-13), dok se u ljudi i goveda moze pronaci 10 razliCitih receptora (TLR1-10)
(NOORI i sur., 2014.; SHARMA i sur., 2015.; ZHOU 1 sur., 2017.; WANG 1 sur., 2018.;
MISEIKIENE i sur., 2020.; CHEN i sur., 2021.; YANG i sur., 2022.).

Uloga TLR-a je prepoznavanje patogenima pridruzenih molekularnih sljedova, (engl.
pathogen associated molecular patterns, PAMP). U PAMP-e spadaju strukture bakterija, virusa,
gljivica i protozoa. Osim toga, reagiraju i na molekule koje se otpustaju tijekom upalnih
procesa, nekroze stanica ili su proizvod tumorskih stanica. TLR-ovi koji se nalaze na povrsini
stanice reagiraju na PAMP-e koji se nalaze izvan stanice i potiCu nastajanje pro-upalnih
¢imbenika. Unutarstani¢éni TLR-ovi se nalaze na endoplazmatskom retikulumu 1 reagiraju na
virusne 1 Dbakterijske nukleinske kiseline te potiCu nastajanje interferona 1
(MAURIC MALJKOVIC i sur., 2023.).

Gradeni su od vanstani¢ne N- terminalne ektodomene, transmembranske domene i
unutarstani¢ne C-terminalne domene. Ektodomena ima oblik potkove za koju se vezu PAMP-
i, a unutarnja C-terminalna domena TLR-a sluZzi za prijenos signala s TLR-a na unutarstani¢ne
bjelangevine i kinaze (MAURIC MALJKOVIC i sur., 2023.). TLR-ovi mogu pokrenuti urodeni
1 steceni imunosni odgovor, a to ovisi o skupini TLR-a koji je prepoznao PAMP. Dijele se na
temelju prepoznavanja liganada na one koji prepoznaju bakterije (TLR1,2,4-6) i one koji
prepoznaju viruse (TLR3,7-9) (KAWAI 1 AKIRA, 2010.; KAWASAKI 1 KAWALI 2014.).

TLR4 je prvi otkriveni receptor iz skupine TLR-a 1 prepoznaje lipopolisaharide koji su
sastavni dio mnogih Gram-negativnih bakterija, a 1 nekih Gram-pozitivnih bakterija.
Polimorfizmi 7LR4 su povezani s otpornoS¢u na bolesti, BSS, mlijec¢nosti, trajanjem laktacije,
infektivnim keratokonjunktivitisom goveda i distocijama (MAURIC MALJKOVIC i sur.,
2023.). Govedi TLR4 je otkriven 2003. godine i mapiran na kromosom 8. Njegova struktura je
vrlo sloZena, a kodira 841 amino kiselinu razvrstanu u osam regija. Medu tim regijama nalazi
se 1 navodna regija vezivanja koreceptora 2 (engl. putative coreceptor-binding region 2)
nazvana T4CRBR2 koja se smatra bitnom u prepoznavanju patogena (WANG 1 sur., 2007.). U
navedenoj regiji se nalazi tockasta mutacija ¢.9421 C>T za koju postoje indikacije da je
povezana sa proizvodnjom mlijeka i BSS-om (WANG i sur., 2007.; NOORI i sur., 2014.;
MISEIKIENE i sur., 2020.).

S obzirom na sve navedeno, cilj ovog rada je utvrditi prisutnost polimorfizma ¢.9421 C>T

TLR4 gena u populaciji HF krava, njegovu ucestalost te utjecaj na sastav mlijeka 1 BSS.



3. MATERIJAL I METODE
3.1. Zivotinje obuhvaéene istrazivanjem

Istrazivanje je provedeno na 28 mlije¢nih krava pasmine HF sa farme koja se nalazi u
Bjelovarsko-bilogorskoj Zupaniji. Mlijecno stado Cine krave pasmine HF. Sve mlije¢ne krave u
laktaciji obuhvacéene su redovnim kontrolama od strane Hrvatske agencije za poljoprivredu i
hranu (HAPIH) te postoji sveobuhvatna evidencija proizvodnih i zdravstvenih pokazatelja za
svaku Zivotinju. Zivotinje na farmi drzane su u staji sa slobodnim drzanjem, na punom podu.
Sve Zivotinje su hranjene uobicajenim obrokom za mlije¢ne krave, koji se sastoji od kukuruzne
silaze, livadnog sijena 1 koncentrata. Voda je Zivotinjama bila dostupna ad libitum, a kao

mineralni dodatak ponudena im je sol za lizanje u obliku bloka.
3.2. Prikupljanje podataka o fenotipu

Podatci o koli¢inama proizvedenog mlijeka, masti 1 bjelancevina, udjelima mlijecne masti
1 bjelancevina te BSS-a u standardnoj laktaciji (305 dana) iz prve laktacije preuzeti su iz
sluzbene baze podataka Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva. Od 28 uzorkovanih
krava, 11 je joS uvijek bilo u tijeku prve laktacije te za njih nije bilo moguce dobiti podatke.

Stoga je u drugi dio istrazivanja, povezivanje genotipa i fenotipa, ukljuc¢eno 17 krava.
3.3. Izolacija genomske DNK

Od 28 krava HF pasmine prikupljeni su uzorci pune krvi venepunkcijom repne vene.
Izolacija genomske DNK provedena je pomoéu kita GenElute™ (Sigma-Aldrich, Njemacka)
prema uputama proizvodaca. Iz prikupljenih uzoraka, u 200 puL pune krvi dodana je proteinaza
K, a zatim i liziraju¢i pufer (Lysis Solution C) te je smjesa inkubirana na 55°C tijekom 10min.
Slijedece je dodano je 200 uL etanola te je lizat prenesen na silika-membranu kolone. Zatim je
reakcijska smjesa centrifugirana 1 minutu na 11000 x g. Nakon centrifugiranja je kolona
prenesena u novu sterilnu mikro tubu. Serijom uzastopnog nanoSenja pufera za postupak
ispiranja na membrani kolone na kojoj se nalazi vezana DNK te uzastopnog centrifugiranja
DNK se isprala od zaostalih bjelanc¢evina. Nakon toga DNK je s kolone spustena puferskom
otopinom za otpustanje. Otopljena DNK centrifugiranjem je prosla silika-membranu 1 skupila
se u sterilnu mikro tubu. Koncentracija i ¢isto¢a dobivene DNK ocitana je na spektrofotometru

BioDrop uLITE (BioDrop, Cambridge, UK). Cisto¢a izdvojene DNK odredena je pomoéu



omjera apsorbancija valnih duljina 260/280 nm, a ocitane vrijednosti bile su u preporu¢enom

rasponu 1,8-2,0. Nakon toga izolirana DNK pohranjena je u zamrzivacu na -20 °C.
3.4. Umnazanje ciljanog odsjecka lancanom reakcijom polimeraze

Umnazanje ciljanog odsjecaka gena 7LR4 obuhvacenog ovim istrazivanjem provedeno je
lanCanom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR). Za njegovo
umnazanje koriStene su uzvodna pocetnica 5’- AGA CAG CAT TTC ACT CCC TC -3’ i
nizvodna poéetnica 5’- ACC ACC GAC ACA CTG ATG AT-3’ (MISEIKIENE i sur., 2020.).
Reakcijska smjesa za PCR umnaZanje pripravljena je pomoc¢u EmeraldAmp MAX HS PCR
Master Mix (Takara Bio Inc., Japan) u kojem se nalazi Hot Start Taq polimeraza (HS PCR
enzim), optimizirani pufer, smjesa dinukleotida (ANTP), boja za nanoSenje uzoraka na gel za
elektroforezu (Emerald green, zelena boja). Umnozavanje ciljnog odsjecka genomske DNK
molekule odvijalo se u volumenu od 20 pL u uredaju za PCR (MastercyclerR Personal 5332,
Eppendorf AG, Hamburg, Njemacka). Uz uzorke koriStena je i negativna kontrola. Uvjeti
provodenja reakcije za umnazanje zeljnog odsjecka bili su slijedeci: pocetno grijanje uzoraka
na 95°C tijekom 5 minuta radi aktivacije polimeraze, zatim 35 ciklusa umnazanja (94°C/30 sek,
62°C/30 sek, 72°C/40 sek) te konacno produljenje umnoZenih slijedova DNK na 72°C tijekom
10 minuta. Uspjesnost PCR reakcije potvrdena je prisutno$¢u produkata na agaroznom gelu
elektroforezom. Uzorci su razdvojeni elektroforezom u TAE puferu na 1% agaroznom gelu u
koji je dodana boja Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE GmbH,

Njemacka) prema uputama proizvodaca. Umnozeni odsjecak je veli¢ine 382 parova baza (pb).
3.5. Metode cijepanja umnoZenog specifi¢nog odsjecka DNK 1 analiza restrikcijskog odsjecka

Za otrkivanje toCkaste mutacije ¢.9421 C>T u istrazivanom odsjecku TLR4 gena koriStena
je metoda cijepanja umnozenog specificnog odsjecka DNK (RFLP, engl. restriction fragment
length polymorphism). Reakcija cijepanja odsjecaka DNK provedena je u restrikcijskoj smjesi
volumena 20 pL koja se sastojala od 10 puL. PCR produkta, A/u I endonukleaze, BSA, i
pripadajuéeg pufera (Promega Corporation, SAD) prema uputama proizvodaca. Restrikcijska
smjesa je zatim inkubirana na temperaturi od 37 °C u vodenoj kupelji (VK1EN, Inko, Hrvatska)
tijekom 4 sata. Restrikcijski odsjecci razdvojeni su elektroforezom (90 min/140V) na 2%
agaroznom gelu s Midori Green Advance DNA Stain bojom (NIPPON Genetics EUROPE
GmbH, Njemacka), a veli¢ina im se odredila primjenom DNK standarda od 50 pb (Tablica 2).
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Tablica 2. Veli¢ina PCR produkta i restrikcijskih odsjecaka po genotipovima

PCR odsjecak Restrikcijska Restrikcijski
Gen SNP Genotip
(pb) endonukleaza odsjecci (pb)
TT 260*
TLR4 c.9421 C>T 382 Alu 1 CT 260, 142, 118*
CC 142, 118*

* odsjecci 77, 32 1 13 pb su bili prisutni u svih genotipova

3.6. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSten je program Statistica v.14 (TIBCO Software Inc.,
2020.). Broj i ucestalost alela i genotipova prikazana je u cijelim brojevima i udjelima.
Povezanost genotipa i koli¢ina proizvedenog mlijeka, masti i bjelan¢evina, udjela mlijecne
masti 1 bjelancevina te BSS-a iz prve laktacije analizirana je Kruskall Wallisovom analizom

varijance. StatistiCka znacajnost je odredena na razini p<0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Analize duljine restrikcijskih odsjecaka

Genotipizacija SNP-a ¢.9421 C>T TLR4 gena napravljena je pomo¢u metode PCR-RFLP
(Slika 3). Uzorci su razdvojeni na 2%-tnom agaroznom gelu. Za odredivanje veliCine
fragmenata koristen je DNK standard od 50 pb. U slucaju prisutnosti alela T vidljiv je odsjecak
veli¢ine 260 pb, a u slucaju alela C odsjecci od 142 1 118 pb. Odsjecci 77, 32 1 13 pb bili su

prisutni u svih genotipova.

-—— - - +«—— 260

- 142
+«— 118

Slika 3. Razdvajanje dobivenih DNK produkata nakon cijepanja restrikcijskim enzimom A/u [
na agaroznom gelu (2%) za TLR4 SNP ¢.9421 C>T. U slucaju genotipa TT prisutan je odsjecak
od 260 pb, genotipa TC 260, 142 1 118 pb, a genotipa CC 1421 118 pb. Odsjecci 77,321 13 pb

prisutni su u svih genotipova.
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4.2. Ucestalosti alela 1 genotipova

Iz utvrdenih genotipova za TLR4 SNP ¢.9421 C>T izraCunate su ucestalosti alela i
genotipova za sve uzorkovane krave (N=28, Tablica 3.) kao i samo za krave za koje su bili
dostupni proizvodni podatci (N=17, Tablica 4 ). 1z dobivenih rezultata vidljivo je da je u svih
uzorkovanih krava kao i samo u krava za koje su bili dostupno proizvodni podatci ucestalost
oba alela bila jednaka (0,5). Najces¢i genotip u obje skupine bio je heterozigot TC sa malom

razlikom u ucestalosti (0,714 1 0,764).

Tablica 3. Ucestalosti alela 1 genotipova za SNP ¢.9421 C>T TLR4 gena u istrazivanoj skupini
HF krava

Alel  Ucestalost alela Genotip Broj krava Ucestalost genotipa

C 0,5 CC 4 0,143
T 0,5 TC 20 0,714
TT 4 0,143

Tablica 4. Ucestalosti alela 1 genotipova za SNP ¢.9421 C>T TLR4 gena u 17 HF krava za koje

su bili dostupni proizvodni podatci

Alel  Ucestalost alela Genotip Broj krava Ucdestalost genotipa

C 0,5 CC 2 0,118
T 0,5 TC 13 0,764
TT 2 0,118
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4.3. Povezanost SNP-a ¢.9421 C>T TLR4 gena i proizvodnih svojstava krava u standardnoj
laktaciji

Analiziraju¢i utjecaj genotipova SNP-a ¢.9421 TLR4 gena na koli¢inu mlijeka, mlijecne
masti 1 bjelancevina te udio mlijeCne masti i bjelanc¢evina kao 1 BSS u prvoj laktaciji HF krava
nisu pronadene statisticki znacajne razlike (Tablica 5). Nedostatak statisticki znacajne razlike
za proizvodne podatke izmedu genotipova moze biti uzrokovan malim brojem krava u
konacnoj analizi. lako razlika nije bila statisti¢ki znacajna, promatrajuci sve krave zasebno bilo
je moguce uociti da su samo heterozigotne TC krave imale BSS preko 400 000 stanica/ml

mlijeka (Tablica 6).
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Tablica 5. Koli¢ina mlijeka, mlije¢ne masti 1 bjelancevina te udjeli mlijeCne masti i bjelancevina u standardnoj laktaciji za SNP ¢.9421 C>T TLR4

gena u HF krava za koje su bili dostupno proizvodni podatci. Rezultati su prikazani kao medijan (minimum — maksimum).

Genotip
Ukupno (N=17)
TT (N=2) TC (N=13) CC (N=2)

Medijan  Min-Max  Medijan Min-Max Medijan Min-Max  Medijan Min - Max

Mlijeko (kg) 8084,9 7225,6-8944,2 8670  4593,9-9485,8 8820,7 8049,5-9591,8 8670 4593,9-9591,8

Mljje¢na mast (kg)  345,9 286,6-405,2 3244 213,8-474,5 359,4 306,1-412,7 3244 213,8-474,5

Mlije¢na mast (%) 4,24 3,95-4,53 4,34 3,55-5,00 4,16 3,19-5,13 4,34 3,19-5,13
Bjelancevine (kg) 278,5 251,9-305 286,4 176,1-342,1 290,6 251,6-329,5 286,4 176,1-342,1
Bjelancevine (%) 3,44 3,41-3,47 3,51 3,16-3,83 3,29 3,13-3,44 3,47 3,13-3,83
BSS 105 76-134 163 26-1147 263 227-299 163 26-1147
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Tablica 6. Genotip SNP-a ¢.9421 C>T TLR4 gena, koli¢ina mlijeka, mlije¢ne masti i

bjelancevina te udjeli mlijeCne masti 1 bjelancevina u standardnoj laktaciji za svaku HF kravu

pojedinacno.
Uzorak Genotip Koli¢ina Mlijecna Mlijena Bjelancevine Bjelancevine BSS
mlijeka mast mast (kg) (%)
(kg) (kg) (%)

1 TC 8770,6 413 4,71 312,5 3,56 26
2 TC 7400,8 320,9 4,34 262 3,54 479
3 TC 7870,2 3194 4,06 2634 3,35 163
4 TC 9485,8 474,5 5 342,1 3,61 643
7 CC 9591,8 306,1 3,19 329,5 3,44 299

8 TC 8770,6 413 4,71 312,5 3,56 26
11 TC 4593,9 213.,8 4,65 176,1 3,83 128

12 TT 8944,2 405,2 4,53 305 3,41 76
13 TC 6951,3 3244 4,67 2439 3,51 586
14 TC 8832,5 351 3,97 2937 3,33 195
15 TC 8670 307,5 3,55 302,7 3,49 330

17 TC 8754,2 318 3,63 301,7 3,45 88
18 TC 7229,6 291,9 4,04 260,9 3,61 1147
24 CC 8049,5 412,7 5,13 251,6 3,13 227
25 TC 9054,5 368,7 4,07 286.,4 3,16 128
29 TT 7225,6 286,6 3,95 251,9 3,47 134

30 TC 7945.,9 356,1 4,48 257,8 3,24 47
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6. RASPRAVA

Toll like receptori pripadaju skupini transmembranskih bjelancevina koji imaju bitnu ulogu
u aktivaciji prirodenih obrambenih mehanizama kao i u steCenom imunosnom odgovoru. U
goveda je prisutno 10 razlicitih receptora (TLR1-10), a svaki prepoznaje specifi¢ne ligande
(MISEIKIENE i sur., 2020.). Govedi TLR4 prepoznaje lipopolisaharide mnogih Gram-
negativnih bakterija, a i nekih Gram-pozitivnih bakterija (WANG 1i sur., 2007.; NOORI i sur.,
2014.; CHEN i sur., 2021.). Prisutnost SNP-ova unutar TLR sisavca moze prouzrociti smanjenu
sposobnost prepoznavanja PAMP-a, otezanu aktivaciju urodenog imunosnog odgovora
(MUCHA 1 sur., 2009.), a time predispoziciju osjetljivosti na brojne upalne bolesti, izmedu
kojih je u mlije¢nih goveda znacajno zastupljen mastitis.

U govedem TLR4 genu pronadeno je dosta polimorfnih lokusa (SHARMA i sur., 2006.;
WANG 1 sur., 2007.; MUCHA 1 sur.,, 2009.; NOORI 1 sur., 2014.; ZHOU 1 sur., 2017;
MISEIKIENE i sur., 2020.; CHEN i sur., 2021.), a mnoga istrazivanja su povezala razlicite
mutacije u tom genu sa sastavom mlijeka, BSS-om i osjetljivos¢éu na mastitis (SHARMA i sur.,
2006.; WANG i sur., 2007.; NOORI i sur., 2014.; MISEIKIENE i sur., 2020.; CHEN i sur.,
2021.). U ovom istraZivanju analizirali smo ucestalost polimorfizma ¢.9421 C>T TLR4 gena i
njegovu potencijalnu povezanost sa sastavom mlijeka i BSS-om u HF krava. Za navedeni
polimorfizam pronadeno je da su oba alela jednako ucestala (0,50) u cijeloj istrazivanoj skupini
krava. S obzirom da je dio krava bio u tijeku prve laktacije, zasebno su analizirane i u¢estalosti
samo krava za koje je bilo moguce dobiti proizvodne podatke u kojoj su takoder oba alela bila
jednako ucestala (0,50). Ucestalosti alela iz ovog istraZivanja sukladna su onima koje su
MISEIKIENE i sur. (2020.) pronasli u svojem istrazivanju (C = 0,536, T = 0,464). NOORI i
sur. (2014.) su u svom radu istrazivali pet razli¢itih stada HF krava u Iranu. Navedeni autori su
pronasli varijacije u ucestalosti od stada do stada, no u svih pet stada ucestaliji je bio alel C
(0,547 — 0,676 ) sa prosjecnom ucestalosti od 0,637. Sli¢ne rezultate su pronasli i WANG i sur.
(2007.) koji su u kineskih HF krava, kineskih simentalskih krava i sanhe krava pronasli za alel
C frekvencije od 0,5833, 0,5521 1 0,5578. Promatrajuci genotipove pronadeno je da je genotip
TC, heterozigot, najucestaliji u svih istrazivanih krava (0,714) kao i samo u podskupini krava
za koje su bili dostupno proizvodni podatci (0,764). Navedeno je u skladu sa istraZivanjima od
MISEIKIENE i sur. (2020.) (0,507), WANG i sur. (2007.) (0,4167-0,5126) i &etiri od pet stada
u istrazivanju od NOORI i sur. (2014.) (0,494-0,677) dok je samo u jednom stadu bio
najucestaliji genotip CC (0,470).
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U istrazivanju provedenom na 152 HF krave iz Litve (MISEIKIENE i sur., 2020.) nije
pronadena povezanost izmedu proizvodnih parametara mlijeka (udio mlijeCne masti, udio
bjelancevina i udio laktoze) i SNP-a ¢.9421 C>T, ali je pronadena povezanost s BSS-om gdje
je heterozigot (TC) imao najveéi BSS, statisticki znacajno vise od homozigota TT. U ovom
istrazivanju nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu proizvodnih parametara mlijeka
te BSS-a i razli¢itih genotipova. Navedeni nedostatak statisticki znacajne moze biti uzrokovan
malim brojem krava u konacnoj analizi. Medutim, promatrajuci podatke svake krave zasebno,
bilo je moguce uociti da su samo krave TC genotipa imale BSS preko 400 000 stanica/ml
mlijeka Sto je u skladu sa prethodno navedenim istrazivanjem. Suprotne tome, NOORI 1 sur.
(2014.) da genotip CC ima znacajno nizi BSS od ostala dva genotipa dok WANG i sur. (2007.)
nisu pronasli nikakve statisticki znacajne razlike izmedu genotipova. Takoder, NOORI i sur.
(2014.) su pronasli da istrazivani polimorfizam utjece na koli¢inu mlijeka, udio mlije¢ne masti
1 uzgojnu vrijednost za koli¢inu mlijeka.

Rezultati ovog istrazivanja nisu ukazali na statisticki znacajne razlike medu genotipovima
SNP-a ¢.9421 C>T Ssto je vjerojatno uzrokovano ograni¢enim uzorkom krava za koje je bilo
moguce dobiti proizvodne podatke. Unato¢ tome, uzimajuci u obzir rezultate drugih istrazivanja
(WANG i sur., 2007.; NOORI i sur., 2014.; MISEIKIENE i sur., 2020.), kao i ostalih istrazivanja
na drugim SNP-ovima provedenih na 7LR4 genu (SHARMA 1 sur., 2006.; MUCHA 1 sur.,
2009.; ZHOU 1 sur., 2017; CHEN 1 sur., 2021.), moze se zakljuciti da govedi TLR4 gen moze
imati vaznu ulogu u otpornosti na mastitis. Da bi se razjasnio konkretniji mehanizam djelovanja
kao 1 povoljniji genotip za dani okoli§ potrebna su dodatna obuhvatnija istraZivanja na ve¢em

uzorku s razli¢itih podrucja.
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7. ZAKLJUCCI

- U mlijecnih krava pasmine HF utvrden je polimorfizam c.9421 C>T TLR4 gena.
Polimorfizam se ocitovao s dva alela i tri genotipa.

- Oba alela su bila jednako ucestala (0,5), a najucestaliji genotip je heterozigot TC u svih
uzorkovanih krava kao 1 samo u krava za koje je bilo moguce dobiti proizvodne podatke.

- Nisu pronadene statisticki znaCajne razlike za koli¢inu mlijeka, mlije¢ne masti i
bjelan¢evina, udio mlijecne masti 1 bjelancevina te BSS medu genotipovima
istrazivanog polimorfizma u primiparnih krava za koje je bilo moguce dobiti proizvodne

podatke.
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9. SAZETAK

Utjecaj polimorfizma 7LR4 gena na sastav i kvalitetu mlijeka u mlije¢nih krava

Bruno Ostrié

Mastitis je vrlo vazniji problem koji dovodi do velikih ekonomskih gubitaka u mlije¢noj
industriji diljem svijeta. LijeCenje mastitisa je tesko i skupo te se, stoga, selektivnim uzgojem
nastoji poboljsati otpornost na mastitis. Toll like receptori (TLR) su sastavni dio imunosnog
sustava, to su transmembranske bjelancevine koje prepoznaju sastavne dijelove raznih patogena
1 aktiviraju imunoloski odgovor. Toll like receptor 4 (TLR4) prepoznaje lipopolisaharide koji
su sastavni dio mnogih Gram-negativnih bakterija, a i nekih Gram-pozitivnih bakterija. Iako
postoje mnoga istrazivanja, njegovi temeljni molekularni mehanizmi i uloga u pojavi mastitisa
nisu jasni. U ovom radu istraZivana je prisutnost, ucestalost 1 utjecaj polimorfizma c.9421 C>T
TLR4 gena na sastav mlijeka 1 BSS u prvoj laktaciji holStajn frizijskih krava. Polimorfizam je
prisutan u istrazivanih krava s jednakom ucestalosti oba alela (0,5) i najucestalijim TC
genotipom. Nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike za koli¢inu mlijeka, mlije¢ne masti i
bjelancevina, udio mlije¢ne masti i bjelancevina te BSS medu genotipovima istraZivanog
polimorfizma. Navedeni nedostatak statisticki znacajne razlike moze biti uzrokovan malim

brojem krava u konac¢noj analizi.

Kljucne rijeci: mlijeko, mastitis, TLR4, BSS, proizvodnja
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10. SUMMARY

Influence of TLR4 gene polymorphism on the composition and quality of milk in dairy cows

Bruno Ostrié

Mastitis is a very serious problem that leads to large economic losses in the dairy industry
worldwide. Treatment of mastitis is difficult and expensive, therefore selective breeding is used
to improve the resistance to mastitis. Toll-like receptors (TLR) are an integral part of the
immune system, they are transmembrane proteins that recognize components of various
pathogens and activate the immune response. Toll like receptor 4 (TLR4) recognizes
lipopolysaccharides, which are an integral part of many Gram-negative bacteria and some
Gram-positive bacteria. Although there are many studies, its underlying molecular mechanisms
and role in the occurrence of mastitis are still unclear. In this study, we investigated the presence,
frequency and influence of the ¢.9421 C>T TLR4 gene polymorphism on milk composition and
somatic cell count (SCC) in the first lactation of Holstein Friesian cows. The studied
polymorphism had an equal frequency of both alleles (0.5). The most frequent genotype was
TC. Statistically significant differences were not found for milk, fat and protein qunatities, fat
and protein shares, and SCC between the genotypes. This lack of statistically significant

difference may be caused due to the small number of cows in the final analysis.

Key words: milk, mastitis, TLR4, SCC, production
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