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ABSTRACT

The aim of this work was identification of LEP gene polymorphism in the population. Leptin is a product of obese (ob)
gene expression that plays a role in energy metabolism and body weight. The human leptin gene is located in the 17
chromosome. The restriction site is located at the position 2549 bp (C—A). The present study included 35 human samples.
The average value of BMI was estimate on 24.45. For amplification of specific fragments for LEP gene detection the
following  oligonucleotide  primers  forward 5  TTTCCTGAATTTTCCCGTGAG 3 and reverse 5
AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA 3. The size of amplified PCR product is 242bp. Subsequently we will use the
specific restriction enzyme Hhal and expected length of fragments is 181+61 bp in the homozygote CC, 242+181+61 bp in
the heterozygote AC and 242 bp in the homozygote AA. We assume that this mutation has connection with human obesity

level.
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UVoD

Leptin (LEP) ako signal pocitu nasytenia — saturacie
tukovych zédsob organizmu, je produkovany najmé
bunkami bieleho tukového tkaniva, ale bola zistena
syntéza leptinu aj Vvinych tkanivach, napriklad
v placente.

Tukové tkanivo nie je len zasoba nadbytocnej energie.
Je to plnohodnotny organ, ktory uzko komunikuje
S mozgom a zasadne zasahuje do celkového metabolizmu
organizmu. Cim je toto tkanivo visie, tym viac narusuje
fyziologicku rovnovahu vo viacerych systémoch a tym sa
stava rizikovej$im pre organizmus ako celok.

Opis leptinu bol publikovany v roku 1994, ale uZ
v roku 1950 bola popisana génova mutacia v leptinovom
géne (ob gén) u mysi, ktord viedla k rozvoju morbidnej
obezity adiabetu uz vskorom veku. Leptin ma
v organizme radu receptorov. Dlha forma leptinového
receptoru  ma v intracelularnej doméne 303
aminokyselinovych zvyskov, zatial' ¢o kratka forma iba
34. Extracelularne domény oboch receptorov su zhodné
(Bronsky, Prusa, 2008).

Mechanizmus G¢inku leptinu je zndmy na centralnej a
periférnej  Grovni. Leptin  produkovany bunkami
tukového tkaniva sa prostrednictvom  vézobnych a
transportnych proteinov dostiva krvnym obehom do
ventromedialneho  jadra  (nucleus ventromedialis)
hypotalamu, kde pomocou receptorov signalizuju dobra
saturaciu tukovymi zasobami. Sytost’ leptin signalizuje
uc¢inkom na sekréciu neuropeptidu Y, pricom mensia
cast leptinu sa dostava aj do periférnych tkaniv
(pankreas, pecen, svalstvo) (Maracek et al., 2004).

Leptin produkt génu LEP sa vyluCuje najma
V tukovom tkanive, zohrdva ulohu ako signal pocitu
nasytenie pre hypotalamus. Expresia a sekrécia leptinu je
preukazne korelovand s reguldciou prijmu potravy,
energetickym  metabolizmom  a hmotnostou  tela
(Campfield et al., 1995, Remesar et al., 1997), preto sa
LEP gén povazuje za kandidatny gén pre hrubku
chrbtovej slaniny, spotrebu krmiva a prirastok hmotnosti.

V pripade humanneho LEP génu boli popisané dva
typy mutacii, pricom polymorfizmus v nekodujucej 5°
oblasti je v asociacii s nizSou koncentraciou leptinu a

tym aj sobéznym fenotypom (Mammés et al, 2000)
a diabetom melitus 1. typu (Ren et al. 2004 ).

Tato praca bola zamerand na vyuzitie molekularno-
genetickych metdd PCR a PCR-RFLP pouzivanych na
identifikaciu polymorfizmu kandidatskych génov. Cielom
studie bolo identifikovat’ polymorfizmus LEP génu, ktory
moze mat’ vplyv na body mass index (BMI).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili biologicky material odoberany
od 35 jedincov, ztoho Zien je 14 a muZov 21. Priemerna
hodnota BMI je 24,45. Pre komparativnu analyzu génov
sme pouzili biologicky material ziskany z krvi humannych
vzoriek. Na izolaciu DNA sme pouzili klasicku vysolovaciu
metodu. Analyzu polymorfizmu LEP génu sme uskutoénili
metdédou PCR. Reakéna zmes pre PCR bola v objeme 25 pl
a obsahovala 50ng DNA, 5 U/ulTaq polymerazy
(Fermentas), 10 mM dNTP, 25 mM MgCl,, 1 x Reaction
buffer S pouZzitim primerov FOR 5
TTTCCTGATTTTCCCGTGAG 3’ aREV 5
AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA 3’ podlra Ren et al.,

(2004). Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie bol
nasledovny:
Tabul’ka 1 Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie
Kroky LEP

Teplota cas
Start 94 °C 3 min
Denaturacia 94 °C 45s
Annealing 60 °C 30s
Polymerizacia 72°C 45s
Elongacia 72 °C 5 min
Ochladenie 15°C forever
Pocet cyklov 30
Ziskan¢ PCR fragmenty sme vizualizovali na 1%

agarozovom géle pri 130 V po dobu 30 mintit. Na urcovanie
jednotlivych genotypov sme pouzili metédu PCR-RFLP
pouzitim Specifickej restrikénej endonukleazy Hhal. Pri
elektroforetickej separacii naStiepenych fragmentov sme
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Stiepnu zmes nanasali na 2% agar6zovy gél s pridavkom

Gel Red (Biotioum)
transiluminatorom.

a vizualizovali

VYSLEDKY A DISKUSIA
PCR metdédou boli identifikované produkty o velkosti

242bp anasledne boli

Stiepené

pod

uv

enzymom Hhal

a vizualizované na 2% agar6zovom géle. V sledovanej
populacii 35 jedincov boli zistené vSetky tri genotypy
ato genotyp CC 181 a 61 bp (9 jedincov), AC 242, 181
a 61 bp (17 jedincov) a genotyp AA 242 bp (9 jedincov).

Obrizok 1 Stiepenie PCR produktu enzymom Hhal
Vysledky PCR — RFLP analyzy LEP na 2% agar6zovom

géle

1 — PCR produkt (242bp), 2 - DNA ladder 50 bp, 3 —

genotyp AA ( 242 bp), 4 — genotyp AC (242bp, 181bp,
61bp), 5 — genotyp CC (181bp, 61bp)

L100 PCR CC AC AA L 50

] __

- I

] | | —

- I
| |
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| |

Obrazok 2 Schématické zobrazenie Stiepnych

fragmentov LEP génu 242 bp pomocou restrikéného

enzymu Hhal

L100 — DNA ladder 100bp, PCR - PCR produkt (242bp),
CC - (181bp, 61bp), AC - (242bp, 181bp, 61bp), AA -

(242 bp), L50 — DNA ladder 50bp

Tabulka 2 Geneticka

a frekvencia alel

Struktara

genotypy

Gén Genotypy Alely
LEP | AA AC CcC A C
9 17 9 0,50 0,50
(0,257) | (0,486) | (0,257) | +0,05 | +0,05

Zistené vysledky pre LEP gén koresponduji s udajmi
autora Ren et al. (2004), nakol’ko taktiez uvadzaji vyskyt
alel Lep” (242bp) a Lep® (181 a 61 bp). Nase pozorovania sa
odlisili vo frekvenciach alel a genotypov. Kym v nami
hodnotenej populacii bola distribicia genotypov v sulade
s rovnovaznym stavom, Ren et al. (2004) poukazujt, Zze vo
vychodoazijskej populécii prevazuje alela C.

Tabul’ka 3 Priemerné hodnoty BMI pre LEP genotypy

AA AC cC

MUZI (21) 25,82 24,00 24,60
£1,79 +2.42 +1,75

ZENY (14) 24,71 23,26 26,10
+2,98 43,22 +3,65

V testovanej populécii bola potvrdena najvacsia priemerna
hodnota BMI u zien s genotypom CC pricom v tomto
genotype bola zistena aj nizka smerodajna odchylka.
Podobné zistenia uvadzaji Vaski et al. (2006) a Ni et al.
(2009) pri d’alsom type mutacie v géne LEP v pozicii 2548
A/G.

ZAVER

Gén LEP vykazuje polymorfizmus pri pouziti reStrikénej
endonuleazy Hhal, atym je mozné identifikovat’ genetické
varianty alel AaC. V populacii I'udi sa vyskytuju tri
genotypové kombinacie AA, AC a CC ana zaklade ich
distribiicie je mozné analyzovat' gén leptinu ako marker
metabolickych poruch. Predpokladame Ze genotyp CC je
citlivy k zvySovaniu hmotnosti alebo moze viest az
k obezite.
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