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Summary

Processes of milk fat biosynthesis and milk fat globules secretion are gaining increasing attention in
recent years. Milk fat not only provides calories and nutritionally important components, but also greatly
contributes to the organoleptic characteristics of dairy products. Milk fat globules are formed and secreted
from mammary epithelial cells. The functioning and development of the mammary gland is a very complex
process. The changes in hormonal levels upon each pregnancy cause the mammary epithelial cells to pro-
liferate, differentiate and die due to apoptosis. The paper brings together current information regarding
the regulation of the mammary gland development, regulation of milk fat synthesis, as well as characterizes
key stages in the biosynthesis, formation and secretion of milk fat globules.
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Procesy zwiazane z biosynteza ttuszczu mlekowe-
go oraz formowaniem i wydzielaniem kuleczek thusz-
czowych zyskuja w ostatnich latach coraz wigksze
zainteresowanie, m.in. ze wzgledu na wplyw, jaki wy-
wiera ttuszcz mlekowy na wlasciwosci technologicz-
ne i organoleptyczne produktow mleczarskich. Jednym
z gtéwnych kierunkow badan zwiazanych z gruczo-
tem mlekowym jest okreslenie wplywu czynnikow
srodowiskowych na sktad thuszczu mlekowego. Sktad
triacylogliceroli zalezy gtownie od stadium laktacji
oraz od sposobu zywienia krow. Poprzez modyfiko-
wanie diety krowy mozliwy jest wpltyw na poziom
takich istotnych sktadnikow, jak np. skoniugowany
kwas linolowy (CLA) czy kwasy tluszczowe omega-3
(16). Wazne zywieniowo sktadniki nie ograniczaja si¢
tylko do triacylogliceroli. W otoczce kuleczek ttusz-
czowych mleka znajduje si¢ rowniez wiele biologicz-
nie aktywnych sktadnikow, takich jak biatka czy fos-
folipidy, ktorych whasciwosci funkcjonalne i zywie-
niowe nie Zostaly jeszcze doktadnie poznane (28).
Wraz z rozwojem inzZynierii genetyczneJ komorki gru-
czolu mlekowego coraz czgsciej brane sa pod uwage
jako potencjalne bioreaktory do produkcji sktadnikow
lub biatek normalnie nie spotykanych w mleku (4).

Poznanie procesow biologicznych zwigzanych z bio-
synteza sktadnikow mleka jest niezbgdne w celu §wia-
domego modyfikowania i doskonalenia wlasciwosci
technologicznych oraz zywieniowych mleka i produk-
tow mleczarskich. Celem niniejszego opracowania
bylo omoéwienie aktualnego stanu wiedzy na temat re-

gulacji oraz kluczowych etapdéw biosyntezy thuszczu
mlekowego w gruczole mlekowym.

Regulacja biosyntezy tluszczu mlekowego
w gruczole mlekowym

Biosynteza thuszczu mlekowego w formie kuleczek
thuszczowych zachodzi w komoérkach nabtonkowych
gruczotu mlekowego. Gruczot mlekowy jest unikal-
nym gruczotem ssakow, wyksztatconym w toku ewo-
lucji w celu odzywiania potomstwa. Wykazuje on nie-
zwykla umiejetnos¢ 1 wydajnos¢ w przeksztatcaniu
substancji odzywczych w sktadniki mleka (4).

Procesy te musza podlegac $cisle skoordynowanej
kontroli. Mechanizmy regulujace funkcjonowanie gru-
czolu mlekowego 1 biosyntezg thuszczu mlekowego nie
sa w dalszym ciagu doktadnie poznane i zdefiniowane,
ale dzigki zastosowaniu takich metod, jak: modyﬁka-
cje gendow u myszy, mikromacierze DNA, oznaczenie
poziomu mRNA metoda PCR oraz metody bioinfor-
matyczne, w ostatnich latach nastqpﬂ znaczny postep
w rozumieniu tych proceséw, roéwniez na poziomie
komorkowym.

Gruczot mlekowy jest ztozona i dynamlcznq struk-
tura, ktorej stan i organizacja zaleza zarowno od
wieku matki, jak 1 od wystepujacych w srodowisku
hormondw. Pod wplywem zmian w poziomie hormo-
now podczas kazdej ciazy podlega on cyklom rozwo-
ju, laktacji i inwolucji, w czasie ktorych komorki na-
btonkowe prohferujqj roznlcujq si¢, produkuja mleko,
a nastgpnie umieraja w procesie apoptozy (2). Zmiany
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te zachodza zaré6wno na poziomie morfologicznym,
jak 1 komorkowym. Poziom estrogenow, progestero-
nu, glikokortykoidéw, hormonu wzrostu i lokalnie wy-
d21e1anych czynnikow wzrostu kontroluje wydtuzanie
1 rozgalgzianie si¢ pierwotnych kanatow 1 przewodow
pecherzykowych gruczoiu mlekowego. Zra21kowy
1 pecherzykowy rozwoj gruczotu podczas ciazy zacho-
dzi pod wptywem zmian w poziomie estrogenu, proge-
steronu, laktogenu tozyskowego oraz prolaktyny. Pro-
laktyna i oksytocyna sa natomiast kluczowe dla pro-
dukc;ji 1 wydzielania mleka podczas okresu laktacji (24).

Prolaktyna (PRL) jest jednym z gtéwnych hormo-
néw kontrolujacych rozwdj i réznicowanie si¢ komo-
rek gruczotu mlekowego. Jest to plejotropowy hormon
peptydowy, zbudowany ze 193 aminokwasow i masie
23 kDa, wytwarzany gltdéwnie w przysadce mozgowej.
Wykazano, ze prolaktyna jest niezbgdna zaréwno do
prawidlowego funkcjonowania gruczotu mlekowego,
jak 1 ekspresji genow biatek mleka (12). Prolaktyna
poprzez przytaczenie do swojego receptora (PRLR)
na powierzchni komorek gruczotu mlekowego powo-
duje jego dimeryzacj¢. Dimeryzacja ta prowadzi do
aktywacji tyrozynowej kinazy J anusowej, fosforylacji
receptora, a naste¢pnie fosforylacji i dimeryzacji czyn-
nikéw transkrypeyjnych Stat Sa i Stat 5Sb. W tej formie
czynniki te moga przemiesci¢ si¢ do jadra komorko-
wego 1 poprzez przylaczenie do odpowiednich regu
latorowych sekwencji DNA aktywuja geny bialek
mleka (17). Prolaktyna i glikokortykoidy poprzez aso-
cjacj¢ z czynnikami Stat 5a 1 Stat 5b moga rowniez
bezposredmo uczestniczy¢ w tej aktywacji (8). Pro-
laktyna moze pehni¢ znacznie WIQCCJ funkcji, ponie-
waz wykrywana jest w mleku 1 gruczole mlekowym
w réznych formach wynikajacych z proteolitycznego
rozpadu czy tez modyfikacji enzymatycznych. Wszyst-
kie te formy moga by¢ funkcjonalnie istotne (27).

Oksytocyna jest hormonem odpowiedzialnym za
wydzielanie mleka, czyli opréznianie gruczotu mle-
kowego. Wiazanie si¢ oksytocyny z receptorami na
powierzchni komoérek migsniowo-nabtonkowych wy-
woluje skurcz migs$ni gtadkich 1 wydzielenie mleka.
Wykazano, ze hormon ten nie jest niezbedny do pra-
widlowego rozwoju gruczotu mlekowego, jednakze
przy jego braku mleko nie jest wydzielane, a gruczot
mlekowy szybko podlega inwolucji (19).

Biosynteza thuszczu mlekowego jest ztozonym pro-
cesem, wymagajacym skoordynowanej kontroli wielu
procesoOw komorkowych oraz szlakow metabolicz-
nych, zachodzacych na poszczego6lnych etapach roz-
woju i funkcjonowania gruczotu mlekowego. Procesy
te regulowane sa poprzez tzw. sieci genowe, bgdace
uktadem wzajemnych interakcji i zalezno$ci pomig-
dzy czynnikami transkrypcyjnymi oraz innymi elemen-
tami regulatorowyml majacymi wptyw na ekspresje
okreslonych genow (5, 18, 26). O ile wzajemne zalez-
nos$ci pomigdzy czynnikami transkrypcyjnymi regulu-
jacymi biosyntezg thuszczu nie zostaly doktadnie okres-
lone, zidentyfikowano szereg kluczowych elementow
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odgrywajacych prawdopodobnie nadrzedna role w tej
regulacji.

Do najistotniejszych czynnikow regulujacych bio-
syntezg thuszczu 1 funkcjonowanie gruczotu mlekowe-
go zalicza sig biatka: SREBP, INSIG1 i PPAR .

Biatka nalezace do rodziny biatek SREBP sa czyn-
nikami transkrypcyjnymi wigzacymi sterolowy element
regulacyjny (sterol regulatory element-binding prote-
ins — SREBP). Reguluja one ekspresj¢ genow zwiaza-
nych z homeostaza lipidowa i cholesterolowa. U ssa-
kéw wystepuja trzy izoformy tego biatka: SREBP-1a,
SREBP-1c¢ i SREBP-2 (14). SREBP-1a wykazuje naj-
szersze spektrum oddziatywania, poniewaz aktywuje
geny zwiazane z synteza zar6wno cholesterolu, kwa-
sOw tluszczowych, jak i triacylogliceroli. SREBP-1c
preferencyjnie aktywuje geny zwiazane z synteza kwa-
sow ttuszczowych, ale nie cholesterolu, natomiast
SREBP-2 wplywa gtéwnie na syntezg cholesterolu (7).
Biatka te wystgpuja w nieaktywnej formie w btonie
reticulum endoplazmatycznego (ER). Zawieraja one
domeng oddziatujaca z DNA oraz domeng regulato-
rowa. Z domena regulatorowa oddziatywuje biatko
SCAP (SREBP cleavage activating protein — biatko
aktywujace hydrolizg¢ SREBP), ktore petni funkcj¢
sensora reagujacego na poziom cholesterolu. W przy-
padku gdy poziom cholesterolu ulega obnizeniu, biatko
SCAP eskortuje biatko SREBP do aparatu Golgiego,
gdzie pod wptywem pozostajacych tam dwodch specy-
ficznych proteaz uwolniona zostaje domena oddziatu-
jaca z DNA. Fragment ten po dimeryzacji przemiesz-
cza si¢ do jadra 1 po przytaczeniu do promotorowych
regiondéw DNA aktywuje cala grupe gendéw odpowie-
dzialnych za syntezg cholesterolu, kwaséw thuszczo-
wych, triacylogliceroli, fosfolipidéw oraz réwniez
NADPH, jako niezbednego kofaktora do syntezy tych
zwiazkow (14).

INSIG1 (insulin-induced gene 1 protein — induko-
wane przez insuling biatko genu 1) jest biatkiem wia-
zacym oksysterole (ale nie cholesterol), mogacym blo-
kowa¢ aktywacj¢ biatka SREBP. Bionaz 1 wsp. (5),
stwierdzili wysoki poziom mRNA dla tego biatka
w okresie laktacji, co moze sugerowac istotna rolg tego
czynnika w regulacji ekspresji izoform biatek SREBP
oraz w regulacji metabolizmu lipidéw w gruczole mle-
kowym.

Kolejnym kluczowym elementem regulujacym me-
tabolizm lipidow w gruczole mlekowym moze by¢
biatko PPAR vy (peroxisome proliferator-activated re-
ceptor vy — receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomoéw 7). Bialko to bierze udzial w proce-
sach réznicowania adipocytdéw, a jego ekspresja sty-
mulowana moze by¢ zarowno poprzez insuling, jak
1 SREBP-1. Nalezy do czynnikow transkrypcyjnych
aktywowanych czynnikami lipofilowymi, regulujacym
ekspreSJQ genow zwiazanych z metabolizmem thusz-
czow, biatek 1 weglowodanow (31).

Anderson i wsp. (1) oprocz SREBP-1c wskazuja na
istotna role serynowo-treoninowej kinazy biatkowe;j
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AKT1 w regulacji biosyntezy sktadnikow mleka. Ki-
naza ta petni kluczowa role w wielu procesach, takich
jak: wzrost 1 proliferacja komorek, metabolizm glu-
kozy, apoptoza czy procesy transkrypcji. Poprzez
fosforylaCJq reszt treoniny 1 seryny w biatku SREBP
moze regulowac jego aktywno$¢, wptywajac na ubi-
kwitynozalezna degradacje tego biatka (29).

Biatko PAS VI/VII (laktadheryna, MFG E-8), wy-
stepujace w otoczce kuleczek ttuszczowych odgrywa
z kolei istotna rolg podczas inwolucji gruczotu mle-
kowego. Biatko to wykazuje wysoki poziom ekspresji
nawet w okresie poznej laktacji. Poprzez wiazanie fos-
fatydyloseryny na powierzchni komorek apoptotycz-
nych umozliwia ich szybka fagocytozg przez makro-
fagi (2).

Mechanizmy regulujace funkcjonowanie gruczotu
mlekowego 1 biosyntezg ttuszczu mlekowego na po-
ziomie komorkowym pozostaja w duzej mierze nie-
wyijasnione. Dodatkowo regulacja ta nie ogranicza si¢
tylko do wzajemnych oddzialywan pomigdzy czynni-
kami transkrypcyjnymi i elementami regulatorowymi,
ale rowniez obejmuje takie mechanizmy, jak: modyfi-
kacje potranskrypcyjne, regulacje biosyntezy biatka
1 modyfikacje potranslacyjne oraz zmiany w konden-
sacji chromatyny (modyfikacje histondéw) i strukturze
chromosomow.

Wybrane aspekty hiosyntezy tluszczu mlekowego
w gruczole mlekowym

Procesy zwiazane z metabolizmem lipidéw 1 pro-
wadzace do biosyntezy thuszczu mlekowego obejmu-
ja szereg etapow. Jednym z gléwnych sktadnikow
thuszczu mlekowego sa kwasy thuszczowe. Ich Zrodtem
moze by¢ pozywienie lub moga pochodzi¢ z tkanki
thuszczowej matki. Oprocz tego czgs¢ kwasow thusz-
czowych (gtownie nasyconych o 10-14 atomach weg-
la) moze by¢ syntetyzowana de novo w watrobie, gru-
czole mlekowym lub innych tkankach (16).

Istotna cecha metabolizmu lipidéw jest niezdolno$¢
triacylogliceroli do przekraczania btony komorkowej
(21). Proces trawienia sktadnikow ttuszczowych pozy-
wienia zapoczatkowany jest w zotadku pod wptywem
lipazy zotadkowej, jednak gtdéwne etapy tego procesu
zachodza pod wplywem lipazy trzustkowej 1 kwasoéw
z6tciowych w dwunastnicy oraz w jelicie cienkim pod
wplywem lipazy jelitowej. Uwolnione kwasy thuszczo-
we po wchlonigciu przez kosmki jelitowe w jelicie
cienkim ulegaja reestryfikacji do triacylogliceroli i w
formie chylomikronéw dostarczane sa do gruczotu
mlekowego (30). W okresach niedoborow thuszczu
w pozywieniu triacyloglicerole sa transportowane do
gruczotu mlekowego z watroby w formie VLDL (very
low density lipoproteins — lipoproteiny o bardzo matej
gestosci). Kwasy ttuszczowe moga by¢ réwniez trans-
portowane w organizmie w formie niezestryfikowa-
nej, w potaczeniu z albuming (3). Glownym biatko-
wym sktadnikiem zar6wno chylomikronow, jak i cza-
stek VLDL jest apolipoproteina B. Oprocz funkcji
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strukturalnych, poprzez oddzia{ywanie z receptorem
lipoproteinowym petni ona rowniez funkcje reguluja-
ce pobieranie triacylogliceroli przez komorki (6, 30)
Na powierzchni komorek gruczotu mlekowego oprocz
receptora lipoproteinowego znajduje si¢ rowniez lipa-
za lipoproteinowa (LPL) (9). Jest to kluczowy enzym
regulujacy gospodarkg lipidowa organizmu. Podczas
laktacji poziom LPL zwigksza si¢ w gruczole mleko-
wym, natomiast maleje w tkance ttuszczowej, wska-
zujac na zwigkszona utylizacj¢ kwasow thuszczowych
w gruczole mlekowym (25). Pod wplywem LPL na-
stepuje hydroliza triacylogliceroli i uwolnione zo-
staja kwasy thuszczowe, ktore musza przemiescic si¢
do wnetrza komorki. Przekroczenie btony komorko-
wej przez kwasy thuszczowe moze zachodzi¢ samo-
istnie (wg mechanizmu flip-flop z ew. udziatem fli-
paz) lub tez z pomoca biatkowych przenos$nikow. Istot-
na rolg¢ w imporcie kwasow ttuszczowych do komorki
moze odgrywac biatko CD36 (5). Po przekroczeniu
btony kwasy tluszczowe ulegaja aktywacji poprzez
utworzenie acylokoenzymu A. Reakcja ta, zachodza-
ca pod wptywem syntetazy acylo-CoA (long chain fatty
acid synthase), oprocz aktywacji zatrzymuje kwasy
thuszczowe w komorce (21). Nastgpnie aktywowane
kwasy tluszczowe po przytaczeniu do specyficznych
cytozolowych FABP (fatty acid binding protein — biat-
ko wiazace kwasy thuszczowe) transportowane sa do
wewnatrzkomorkowych organelli celem dalszych prze-
mian. W zaleznosci od potrzeb komorki kwasy ttusz-
czowe moga ulega¢ desaturacji pod wplywem desatu-
razy stearoilo-CoA (SCD), ulega¢ przeksztalceniu do
triacylogliceroli, fosfolipidow czy tez estrow chole-
sterolu (5). Enzymy przeprowadzajace acylacjg glice-
rolo-3-fosforanu do kwasu lizofosfatydowego, a na-
stepnie kwasu fosfatydowego obecne sa zardwno
w btonie mitochondrium, jak i mikrosomach. Wy-
kazano, ze aktywno$¢ tych enzymow (ich réznych
izoform) regulowana jest w duzym stopniu przez
kompleksy kwasow ttuszczowych z FABP (21), tym
samym determinujac ich dalszy kierunek przemian.
Kompleksy te moga réwniez wplywac na ekspresje
genow poprzez oddziatywanie z PPAR v (5).

Formowanie i wydzielanie kuleczek tluszczowych

Powstawanie kropelek thuszczowych w cytoplazmie
zwiazane jest z reticulum endoplazmatycznym. Tria-
cyloglicerole gromadza si¢ na powierzchni lub we-
whnatrz btony reticulum. Poprzez tworzenie ,,wybrzu-
szenia” moga oddziela¢ si¢ od jego btony i nastgpnie
przechodzi¢ do cytoplazmy, otoczone zewngtrzna cy-
tozolowa czgscia tej blony, zawierajaca polarne lipidy
i biatka (13). Ten ptaszcz oddziela rdzen lipidowy
kropelki thuszczu od wngtrza komoérki. Mate kropelki
zlewaja si¢ w cytoplazmie z innymi i powigkszaja sig,
tworzac kropelki o roznych wielkoSciach. Mecha-
nizmy regulujace ten proces pozostaja niewyjasnione,
przy czym stwierdzono, ze mate kropelki moga ule-
ga¢ zlewaniu si¢ w wigksze, natomiast duze nie ule-
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gaja fuzji. Wskazuje to na udziat specyficznych regu-
latorow w tym procesie, a taka role moga odgrywac
jony wapnia, gangliozydy 1 wysokoczasteczkowe bial-
ko pochodzace z cytozolu komorki (13). Nastgpnie
kropelki wedlug nieznanego mechanizmu transporto-
wane sa do apikalnej czgsci blony komorki wydzielni-
czej. Stwierdzono wysoka zawarto$¢ mikrotubuli, mi-
krofilamentow aktynowych i filamentéw posrednich
w rejonach apikalnych komorek wydzielniczych (10,
23) oraz obecno$¢ w wewnatrzkomoérkowych kulecz-
kach thuszczowych biatek oddziatywujacych ze szkie-
letem cytoplazmatycznym (32). Stad prawdopodobny
wydaje si¢ udziat elementéw cytoszkieletu w we-
wnatrzkomérkowym transporcie kropelek thuszczo-
wych.

Nastepnie kropelki thuszczowe wydzielane sa na
zewnatrz komorki wedtug prawdopodobnie unikalne-
go mechanizmu, r6znego od klasycznej egzocytozy.
W procesie tym otaczane sa one btona komoérkowa
pochodzaca z zewngtrznej, apikalnej czgsci komorki
wydzielniczej, w ten sposob zyskujac dodatkowa dwu-
warstwe lipidowa (20). Zawiera ona szereg biatek bto-
nowych, z ktorych czg$¢ bierze udzial w wydzielaniu
kropelek thuszczowych. Istotna role moga odgrywac
butyrofilina i dehydrogenaza/oksydaza ksantynowa
(XDH). Stwierdzono, ze biatka te wspodtdziataja pod-
czas wydzielania kropelek thuszczowych, gdyz m.in.
wystepuja w statych stosunkach molowych w otoczce
kuleczek ttuszczowych (13). W przypadku gdy buty-
rofilina zwiazana jest z blona komorki, a XDH jest
enzymem cytozolowym, podczas wydzielania kropel-
ki thuszczowej dochodzi¢ moze do interakcji pomig-
dzy cytozolowa czg$cia butyrofiliny a XDH i1 powsta-
wania na powierzchni kropelki kompleksow z udzia-
tem wiazan disiarczkowych. Adipofilina (ADPH)
moze réwniez bra¢ udzial w tym mechanizmie oddzia-
tywaniach i tworzeniu ptaszcza biatkowego na po-
wierzchni kropelki (13, 22). Kompleksy te moga za-
poczatkowywacé proces otaczania kropelki btona i wy-
dzielania na zewnatrz komorki. Dodatkowo potwier-
dza to obecnos¢ izomerazy disulfidowej w wewnatrz-
komorkowych kropelkach thuszczowych (11, 32). W ten
sposob w wydzielonej kuleczce thuszczowej wyr6znic
mozna, zaczynajac od srodka: monowarstwg polarnych
lipidow 1 bialek otaczajacych wnetrze, czyli rdzen li-
pidowy, nastepnie warstwg biatkowa, czyli tzw. plaszcz
biatkowy, wystepujacy w przestrzeni migdzyblonowe;
oraz otaczajaca cala kuleczke thuszczowa rzeczyw1-
sta, zewngtrzna dwuwarstwe lipidowa, sktadajaca si¢
z bialek, glikoprotein, enzymow, niepolarnych i po-
larnych lipidow oraz fosfolipidow (15).

Procesy zwiazane z regulacja funkcjonowania gru-
czotu mlekowego, biosynteza thuszczu 1 prowadzace
do wydzielania kuleczek ttuszczowych sa wyj a;ckowo
ztozone i w duzej mierze pozostaja niewyjasnione.
Prowadza do wytworzenia wysoce zorganizowanej
struktury, jaka jest kuleczka ttuszczowa oraz jej otocz-
ka. Poznanie zalezno$ci pomigdzy struktura kuleczki
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a jej wlasciwosciami funkcjonalnymi pozwoli na lep-
sze wykorzystanie potencjatu zywieniowego sktadni-
kéw mleka oraz lepsze odzywianie.
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