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1. DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la o metoda de analizi genetici a ADN-ului la vacile pentru lapte in
vederea identificirii formelor alelice/variante A1A1, A1A2 si A2A2 ale genei CSN2
responsabili pentru prezenta proteinei B cazeini in laptele de vaci. Variantele genice A1Al,
A1A2 ale genei CSN2 care exprimd proteina § cazeini din lapte induc dereglari in tractul
gastrointestinal de la om cu formarea unor metabolifi secundari numiti B-casomorfine, acestia
fiind implicati in etiologia unor boli digestive, diabet si boli neurologice. Prin analiza ambelor
catene ale ADN-ului se pot identifica vacile de lapte care prezintd varianta genici/alelici A2A2,
singura din cele 3 mentionate anterior, care nu produce probleme digestive prin consumul de
lapte la om. Varintele A1l si A2 diferd in termeni de aminoacizi la pozitia 67, pentru tipul Al
histidina este prezentd in locul prolinei (B-cazeina A2) [detalii spre consultare in referinta 1].
Prezenta histidinei pentru B-cazeina A1 mireste susceptibilitatea proteinei la scindarea celor
sapte aminoacizi precedenti, producind B-casomorfind-7 (BCM-7), o exorfini cu activitate
moderati agonisti asupra receptorilor p si care afecteazi functia gastrointestinald sau cauzeazi
/ exacerbeaza inflamatia gastrointestinala. Polimortismul si variabilitatea alelelor cu implicatii
in secretia diferitelor tipuri de cazeine din laptele de vaci pot fi utilizate in vederea
implementirii unei selectii asistate de markeri moleculari, cu scopul de a produce lapte
hipoalergenic destinat consumului uman, cu efecte benefice asupra sigurantei alimentare a
persoanelor afectate de acest tip de alergii.

Prezenta metodologie are ca scop imbunititirea calitativa a laptelui din consumul uman
prin selectia genetici a vacilor care produc lapte.

Se mai cunoagte o metodi de selectie geneticd a vacilor de lapte pentru identificarea
variantei A2A2 pentru gena CSN2 utilizind analiza polimorfismului de lungime a fragmentelor
de restrictie, dar aceasta prezinti urmitoarele dezavantaje:

1. Necesitd un interval de timp mai mare;
2. Tehnica nu prezinti o ratd ridicatd de similaritate a rezultatelor;
Problema pe care o rezolvi inventia consti in realizarea unei identificéri sigure prin
utilizarea unei metodologii de analizi in dublu sens a secventelot ADN pentru gena CSN2 cu
identificarea variantelor genice/alelice homo/hetrozigote A1A1, A1A2, A2A2 care exprimi

proteina P cazeind in laptele de vaci. Prin acesta se poate realiza selectia animalelor cu scopul
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obtinerii unui lapte calitativ superior care confine doar varianta alelici A2A2 a expresiei genice
a genei CSN2 pentru proteina B cazeind din laptele de vacd si care nu provoacd probleme
medicale in consumul uman.

Inventia se refera in primul rind la metodologia de analiza genetici al ADN-ului in
dublu sens (adicd pe ambele catene ale ADN-ului, §' - 3' 5i 3' - §') la vacile ce produc lapte
prin utilizarea secventierii §i a analizei regiunii locusului 8101 pentru gena CSN2 (avind ca
referintd secventa publicd cod X14711.1/ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/120 , secventa
contine 10338 nucleotide) cu mare precizie si stabilirea formei/variantei alelice la indivizii
analizati.

Etapizarea metodologiei presupune urmdtorii pasi: extractia ADN-ului genomic, adica
tot ADN-ul existent, intr-un volum de 300 pl de singe prelevat in tuburi de recoltare ce contin
un anticoagulant (heparini). Extractia ADN-ului se face utilizind un protocol clasic de extractie
a ADN-ului genomic, protocolul fiind unul cu acces public gratuit. Dupa extractia ADN-ului
genomic din probele de singe recoltate se face verificarea prezentei moleculelor de ADN din
solutia care rezultd in urma efectuirii protocolului de extractie. Aceasti verificare se realizeazi
prin migrarea electroforetica in gel de agaroza 2,5% (ce contine si bromura de etidiu) a unei
cantititi de Sul ADN + 1 pl solutie loading buffer in prezenta unui marker de greutate
moleculara timp de 30 minute la o tensiune de 100V. Protocolul migrérii electrofeoretice poate
fi accesat gratuit utilizind diferite resurse bibliografice atat tiparite cit si electronice. Intr-un
pas urmiitor se efectueazi o examinare a gelului intr-un dispozitiv cu lumini UV transmisa prin
gel unde in cazul existentei moleculelor de ADN prezenta acestora va fi vizual evidentiata sub
forma unor benzi in gelul analizat. Urmitoarea etapd constd in obtinerea produsilor PCR
(Reactia de polimerizare in lant) care ulterior vor fi secventati prin metoda Sanger pentru a
putea studia ordinea de succesiune a nucleotidelor din secventele obtinute prin reactia de
amplificare a moleculelor de ADN corespunzitoare probelor de singe prelevate anterior.
Obtinerea produsilor PCR se realizeazi utilizind un protocol public existent in literatura de
specialitate[detalii spre consultare in referinta 2]. Produsii obtinuti prin PCR sunt secventiati
prin metoda Sanger, utilizdnd un protocol public de secventiere externalizat. Din fiecare proba
de ADN extras si amplificat prin PCR se trimit spre secventiere 2 probe, una ce confine amorsi
forward + produsi PCR si o a doua ce contine amorsi reverse + produsi PCR. In urma
secventierii din fiecare probd de ADN extras (care reprezinti un individ) se obtin 2 secvente
una corespunzitoare directiei forward (inainte) si una corespunzitoare secvenfei reverse

(inapoi) pentru cele 2 catene ale moleculei de ADN.
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Din acestii etapi metodologia prin care se face analiza computerizati a celor 2 secvente
(una forward/inainte si una reverse/inapoi) la nivelul pozitiei 8101 pentru gena CSN2
reprezinta invenfia prin care se poate determina cu precizie varianta /forma alelica a
genei CSN2 din proba analizati. Cele trei variante care pot exista la nivelul acestui locus sunt
AlAl, A1A2 (care induc conditii patologice la om prin consumul de lapte de vacd) si A2A2
care nu induc conditii patologice prin consum. Pentru a realiza aceasti evaluare se utilizeaza
analiza computerizatd utilizind programe cu licente publice gratuite, editoare text atat cele
incapsulate in medii de operare pe diferite distributii in Linux fie programe gratuite utilizabile
gratuit in distributii Linux. Cu ajutorul acestor programe secventele se aliniazi la pozitia 8101.
Secventa revers este procesatd pentru a obfine reverse-complementul acesteia tot cu ajutorul
unui program gratuit pe calculator existent in distributii Linux. In urmitoarea etapa se face
analiza prin punerea in paralel la nivelul pozitiei 8101 a secventei forward cu secventa revers
complementului pentru secventa reverse pentru codonul CAT (varianta alelici Al) si a
codonului CCT (varianta alelicd A2). Nucleotidul marcat in rosu anterior in cei 2 codoni
reprezintd pozitia 8101.Detalii suplimentare explicative sunt prezentate in figura 1.

Pentru siguranta analizei se iau in evaluare un numér de 100 nucleotide atit anterior cit
si posterior fata de pozifia 8101 pentru a confirma similaritatea intre cele 2 secvente analizate.
Alinierea secventelor se realizeazi pe calculator utilizind programe gratuite de sine stititoare
sau incluse in diferite medii de operare gratuite precum Linux 1n diferite distributii agsa cum a
fost mentionat anterior. Principalele etape ale protocolului metodologic de realizare a analizei
pentru gena CSN2 care exprimi proteina P cazeind pentru variantele alelice Al si A2 sunt

prezentate in tabelul 1, de mai jos:

Tabel 1
Protocol metodologic utilizat pentru genotiparea vacilor care exprimai in lapte proteina
B cazeina
Etapa Activitate
1. Obtinerea materialului | - recoltare sdnge in tuburi ce contin anticoagulant.

genetic/secvente ADN utilizate in | - extractie ADN.

secventiere. - verificare prezentd ADN prin electroforeza in gel
de agarozi.

- amplificare ADN prin PCR.

- secventierea produsilor de amplificare PCR, la

fiecare individ/proba se obtin 2 secvente: o
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secventd forward si una reverse, adicd pentru
ambele sensuri ale ADN-ului dublu catenar

provenit de la individul luat in analizi .

2. Analiza secvetelor ADN in dublu
sens pentru gena CSN2 la pozitia

8101.

- analiza secventei forward si localizarea pozitiei
8101 pe sirul de nucelotide utilizind un editor text
gratuit, fara licenta.

- prelucrarea secventei reverse prin obtinerea revers
complement-ului acesteia urmat de localizarea
pozitiei 8101 utilizadnd un editor text gratuit sau a
aunui program gratuit, fara licenta.

- alinierea celor doud secvente forward si revers
complementul secventei reverse la nivelul pozitiei
8101 utilizind un editor text gratuit sau a aunui
program gratuit, fara licenta.

- identificarea celor 3 variante alelice teoretic posibil
prezente la nivelul codonului specific si anume
CCT-CCT 1la indivizii homozigoti tip A2, CAT-
CAT la indivizii homozigoti tip Al, respectiv
CCT-CAT- la indivizii heterozigoti.

- lotizarea in consecintd a animalelor homozigote
pentru alela A2, singurele de interes in productia
unui lapte non-alergenic si care nu induce conditii

patologice prin consumul la oameni.

Prin aceastd metoda de analizi se poate realiza screening-ul PRECIS la bovinele incluse

in productia de lapte orientati spre consumul uman. in urma acestei analize se poate realiza

lotizarea animalelor cu obtinerea unor populatii de la care se recolteazi lapte ce contine doar

forma alelicd A2A2 si care nu produce reactii alergice respectiv diferite conditii de patologie

medicali.

Metoda de analizi si screening pentru gena CSN2, varianta alelici A2A2 care exprimi

B cazeina la vacile care produc lapte destinat consumului uman prezinti urmatoarele avantaje:

1. Nu necesitd costuri ridicate pentru realizare;

2. Este usor de utilizat;
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3. Laptele de vaci rezultat de la populatiile lotizate prin analiza genei CSN2 pentru
varianta alelici A2A2, prin aceastd metodd, este non-alergenic, nu induce
conditii patologice;

4, Screening-ul si lotizarea indivizilor prin analiza genei CSN2, varianta alelici
A2A?2 pentru proteina P cazeind, prin aceasti metodd, are capacitate de cregstere
a metodologiilor/tehnologiilor utilizate in industria produselor lactate prin
cresterea calitativi si de diferentiere a sortimentelor de lapte destinat

consumului uman in conditii de siguranta alimentara.
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Bovine beta-casein gene
GenBank: X14711.1

//

sun

7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
g8l6l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001

tggatatgct
tatcagctgt
tgagaatatt
ttatattata
atttccattg
ccataccaca
taaaattctt
ctttcctett
atgaatttac
agtgctagaa
ttagttttca
atggatcttt
actctgcagg
cttgactctc
ttttactcat
tttctctete
attataactg
ataaaatcca
ataacagcct

tccttecagee
aagaaatgcc
tcactgatgt
ctcaccagcc
agtccaaagt
ttcaggcectt
ttattgtaag
cgagtaatta
gagattaatg
ctccaccacc
tctatgtaga
gttgagaacc
gataatctca
gaagttctcc
atatgagcat

gatgaaagac
ataaccttgg
cataattacc
tttgatagct
cccagatgag
tagttattaa
tcattatatt
ttataattga
aacttgatgc
gttggccatt
ttaaaacaaa
ctttgttata
aactcaggaa
tgatttcacc
tagtcttcat
ttcactgaat
gattatggac
ccectttgece
cccacaaaac
tgaagtaatg
cttccctaaa
tgaaaatctg
tcttcctcca
cctgcectgtt
tctgctgtac
tctaaattta
agagtcctat
attgtcagca
agatctcaat
agaaacttat
aattaaatta
tttggctaag
ttatgcacaa
atgagggaaa

agtagggtga
ctccatgttt
cagagttgat
tttatactca
agaagtgagg
atagcagaac
actcttgtgg
agtttgattg
ctttgaagac
gttaaggaac
caaaaataaa
tgaaaccagt
gaggtggaat
tgtgaagaaa
atgaccccaa
tatgttttaa
tcaaagattt
cagacacagt
atccctectc
ggagtctcca
tatccagttg
caccttcecetce
actgtcatgt
ccccagaaag
caggagcctg
ctaactgtgc
aaaaaaatga
ttagttataa
gtctaggctt
tgggaagaaa
gatgaaagcg
aataacaaac
ttatttcacc
aatactgaga

cagtgtggca
ctctgtacat
gaactgacac
catttatgga
tacaggacaa
ttgcttaaaa
taacatattt
tttggcactt
tcaagattac
tccttgaatt
cctcagagta
ttggactatt
aagtgttgaa
gtgggttaat
tttcttaacce
aaagaggagyg
gttttcctte
ctctagtcta
ttactcaaac
aagtgaagga
agccctttac
tgcctetgcet
ttcctectea
cagtgcccta
tactcggtcc
ctgtttaact
ataatgaatg
atagaataag
acccgtggag
taatataatg
attaagtaca
ctaagaaggt
acatgactca
tgcttatttc

ctaatcctca
cattttcttc
acaatgaata
tgtgtggagt
ttgagtatgc
acaaggattt
atctaattat
aggccaaatt
caccttctac
aaaaaaacac
acttttaaag
atccaaagta
atctccaaac
gagaaatcct
aaaccaaatg
ataattcatc
tttccaggat
tccetteect
ccctgtggtg
ggctatggct
tgaaagccag
ccagtcttgg
gtccgtgcectg
tccccagaga
tgtccgggga
tctgatgttt
gttccaaaat
ctggagaacc
attctgatgt
gactatgatt
ataaagccaa
ttgctatttt
tttcacatcg
aatactcagg

tctgatcatt
acctgtaaat
ttcagtggtt
tctaaaaagt
aaatgtgtga
gcggacaatg
gatatttaag
ctaaatcaaa
caagagaagt
atattaagac
tctttttaaa
tgtagctacc
cctgatttca
tcagtgagca
gaagattttc
atgaataaca
gaactccagg
ggacccatce
gtgccgectt
cctaagcaca
agcctgactc
atgcaccagc
tceetttete
gatatgccca
ccctteecta
gtatgatatt
aagcatagct
ttcacctcce
aattgttctt
taattggtct
aattgaattt
ctacaatttt
tgtttttgat
gaaaatttat
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2. Revendiciri

Laptele de vaci care contine proteina f§ cazeind de tip A2A2 care nu produce alergii sau
stiri patologice gastrointestinale se caracterizeazi prin aceea ci este obtinut de la vaci
care prezinta forme alelice de tip A2 situate pe ambele catene ale ADN-ului cu referire
la gena CSN2.

. Laptele de vaci care exprimé varianta A2 a proteinei f§ cazeind, conform revendicarii 1,

se caracterizeazii prin aceea c¢ii are potential de stimulare si de diversificare a
metodologiilor/tehnologiilor utilizate in industria produselor lactate prin cresterea si
diferentierea sortimentelor de lapte destinat consumului uman in conditii de siguranti

alimentara.
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TN,
@Exempliﬁcare oblinere secvenia reverse complement a secventei reverse

Secventa reverse/originala obtinuti prin secventiere 5'AACTGCTATCCGAGAG 3

Complementul secventei 3°' TTGACGATAGGCTCTC §°
(perechi complementare cu secvenia originald, antiparalele)
Reverse complementul 5" CTCTCGGATAGCAGTT 3°

(secventa complement scrisa in directia 5 cétre 37)

@Pozi;ia/locus 8101 - analiza - Gena CSN2

catena | = forward ]

1 S +|10338 nucleotide

catena 2 = reverse complement penntru secventa reverse

@ Variante alelice la gena CSN2 pozitia 8101
Al=A A2=C;codon CAT = Al codon CCT =A2

CCT A2 nuimplicd . CAT Al___ CAT Al implica
= = . ) = sau = = .
CCT A2 patologie > CAT Al CCT A2 patologie

Figura 1. Pozitia/locusul 8101 din gena CSN2 (referintd publicd cod X14711) unde se poate
face discriminarea precisd intre formele/variantele alelice Al 5i A2. Varianta alelica Al
prezintd in pozifia 8101 o bazd azotatd adenind in timp ce varianta alelicd A2 prezintd o bazad

azotatd citozind.
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