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DETECTION OF POLYMORPHISM IN THE BOVINE LEPTIN (LEP) GENE BY
PCR - RFLP METHOD.

Nina Moravcikova, Anna Trakovicka

ABSTRACT

The aim of this work was detect polymorpism in the bovine leptin gene by using PCR — RFLP as a fast and efficient method
to genetic analysis of polymorphism. Leptin is a protein, which synthesized by adipose tissue and which plays an important
role in the regulation of feed intake, energy metabolism, growth and reproduction of cattle. The polymorphism of leptin
gene was studied in a group of 58 bulls of Slovak spotted breed. A strategy employing PCR was used to amplify a 422 bp
from blood DNA samples. Digestion of PCR products with restriction enzyme Sau3Al revealed two alleles: allele A was
390, 32 fragments and allele B was 303, 88, 32. Three patterns were observed and frequencies were 0.638, 0.328 and 0.034
for AA, AB and BB, respectively. This polymorphism could be further used in other studies to monitor its associations with
reproductive traits and evaluated in the marker assisted selection. Leptin controls feed intake and coordinates reproduction,
therefore, animals with higher leptin gene expression will probably have lower daily weight gain than others with similar

forage offer and nutritional condition and probably will also have longer calving interval.
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UVOD

Leptin je 16 kDa velky protein, syntetizovany najmé v
tukovom tkanive, ovplyviujici viacero procesov Vv
organizme. Je zapojeny do udrziavania energetickej
rovnovahy prostrednictvom regulacie prijmu krmiva a
energetického vydaju, v riadeni reprodukénych funkcii a
imunitnej odpovede (Zhang et al., 1994). Okrem toho sa
jeho ucinok prejavuje aj v placente, mlie¢nej zl'aze,
kostrovych svaloch, mozgu a hypofyze (Passos et al.,
2007). Hlavnou funkciou leptinu je informovat’ centralny
nervovy systém o hromadeni tuku v tele a kontrolovat’
prijem krmiva. Pocas negativnej a pozitivnej energeticke;j
bilancie sa hladina leptinu zniZuje a zvySuje (Bartha et
al., 2005). Expresia leptinového génu je regulovana
mnozstvom tukového tkaniva, nutricnou hodnotou
krmiva a horménmi ako je inzulin a rastovy hormon
(Zhang et al., 1994). Receptory leptinu st ststredené v
oblastiach hypotalamu (Leshin et al., 1994). Vplyv
leptinu na regulaciu prijmu krmiva a energetického
vydaju, ako aj umiestnenie jeho receptorov indikuje jeho
ulohu v rastovych procesoch (Barb et al., 1998).

Leptin sa viaze k receptoru lokalizovanom na
neuropeptid — Y — neuréne (NPY). NPY ma v
hypotalame kl'ti¢ové postavenie pre integraciu potreby
kfmenia sa s vntornymi signalmi tGrovne telesnej
energie. Neuropeptid — Y — neur6én ma vyznam aj pri
kontrole reprodukénych funkcii (Wayne et al., 1995).
Predpoklada sa, Ze leptin dava signal reprodukénému
systému o dostatku celkovej energie ziskanej z tukov a o
energetickych poziadavkach pocas gravidity. Moze
pomoct’ pri regulacii folikulogenézy a steroidogenézy,
zaroven slizi ako primarny signal iniciacie puberty alebo
aj ako regulator sexualnej maturacie (Lindersoon et al.,
1998). Duggal et al. (2000) vo svojej praci uviedli, ze
leptin ma rovnako doélezity vplyv aj na gonady. K jeho
expresii dochadza na povrchu folikuldrnych buniek vo
vajeCniku, ¢o indikuje endokrinny alebo parakrinny
ucinok leptinu na gonady.

Gén kodujuci leptin bol identifikovany na bovinnom
chromozéme 4 (BTA4) askladd sa z troch exénov a

dvoch intrénov. Iba dva exdny su prekladané do bielkoviny.
Kodujtica oblast’ leptinového génu (dizka nukleotidu 501) je
obsiahnutd v exéne 2 a 3, ktoré si oddelené intrébnom s
velkostou priblizne 2 kb. Rozpitie oblasti promotora tohto
génu je asi 3 kb (Liefers et al., 2002). Polymorfizmus
v kédujicej oblasti bovinného leptinového génu bol
asociovany s prijmom krmiva (Oprzadek et al., 2003),
produkciou mlieka (Liefers et al., 2002), telesnym tukom
(Nkrumah et al., 2005) areprodukénymi ukazovatelmi
(Almeida et al., 2003; Liefers et al., 2002). Podl'a Liefersa
et al. (2005) bolo v géne LEP detegovanych 20
polymorfizmov. Ich frekvencia bola 1 na 84 bp v exénovych
sekvenciach. Pretoze 1. exon je nekodujuci, nebol
osekvenovany (Buchanan et al., 2002). V 2. exéne Madeja
et al. (2004) popisali na ziklade dizky restrikénych
fragmentov s pouzitim enzymu Clal A/T substituciu, ktorej
vysledkom bola zamena tyrozinu na fenylalanin. Buchanan
et al. (2002) pouzitim PCR — RFLP a re$trikéného enzymu
Knp2l detegovali C/T substituciu a zadmenu argininu na
cystein. V 3. exdne boli identifikované 2 jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP). Lagonigro et al. (2003) popisuji C/T
substituciu a zamenu valinu za alanin (Nrul) a Madeja et al.
(2004) lokalizovali C/T substituciu z ktorej vyplyva zamena
alaninu na valin s pouzitim restrikéného enzymu Hphl. V
intronoch bolo identifikovanych viacero polymorfizmov,
z nich najznamejsie boli lokalizované pomocou restriknych
enzymoV Sau3Al a Bsal.

Polymorfizmus situovany vo vnutri sekvencie 2. intrénu,
zémena C/T, je rozliSovany pomocou restrikéného enzymu
Sau3Al adostal pomenovanie LepSau3Al. Fragmenty
vznikajuce po Stiepeni tymto restrikénym enzymom definuju
pritomnost’ alel A a B (Kulig, 2005). Liefers et al. (2002)
vo svojej praci uvadzaju, ze kravy s genotypom AB
produkovali v porovnani s homozygotmi AA viac mlieka,
v suvislosti s alelou B zistili sice vyssiu produkciu mlieka
ale aj jej negativny efekt na energeticki rovnovahu
a plodnost. Almeida et al. (2003) zistili, ze SNP LepSau3Al
by mohol mat vplyv na dizku medziobdobia krav aich
hmotnost’ pri prvom oteleni. Alela A mala tendenciu
zvySovat’ dizku medziobdobia a zirove aj hmotnost’ pri
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prvom oteleni. Preto by mohla mat’ selekcia zvierat s
uritym  genotypom za nasledok zlepSenie ich
zdravotného stavu po oteleni. Dizka medziobdobia a
hmotnost’ pri prvom oteleni nepriamo vplyvaji na
reprodukciu a preto je tazké urcit' ¢i alely LepSau3Al
priamo podsobia na reprodukény systém.

Ciel'om nasej prace bola analyza genotypovej a alelovej
Struktary LEP génu v selektovanej populacii hovédzieho
dobytka pomocou metédy PCR — RFLP s naslednym
vyuzitim restrikéného enzymu Sau3Al.

MATERIAL A METODY

Detekcia polymorfizmu v bovinnom leptinovom géne
bola vykonand metédou PCR - RFLP svyuzitim
reStrikéného enzymu Sau3Al. Biologicky material
urceny na analyzu bol ziskany od 58 plemennych bykov
(slovenské strakaté plemeno).

Genomova DNA bola izolovand pomocou izola¢ného
kitu NucleoSpin Blood (Macherey — Nagel). Postup
izolacie bol v stilade s protokolom komeréného kitu. Na
amplifikaciu 422 bp dlhého useku DNA boli pouzité
primery (Liefers et al., 2002): FOR 5" - TGG AGT GGC
TTG TTA TTT TCT TCT - 3, REV 5'- GTC CCC
GCT TCT GGC TAC CTA ACT - 3’. Reakénd zmes
PCR bola pripravena na celkovy objem 25 pl
a obsahovala: 1 x reakény pufor, 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTP Mix, 8 pM LepSau3Al primerov (Generi —
Biotech), 1 U Taq DNA polymerazy (Fermentas), 50 ng
templatovej DNA asterilnt  vodu. Amplifikacia
prebiehala v termocykléry MJ Mini (Biorad).

Teplotny a Casovy rezim PCR reakcie pozostaval zo
Startu — 95 °C 5 mintt, 35 cyklov (denaturacia — 95 °C
30 sekund, annealing — 62 °C 20 sekind, polymerizacia —
72 °C 30 sekund) a elongacie prebiehajucej pri 72 °C
pocas 7 minut.

Naamplifikované PCR  produkty boli  Stiepené
restrikénym enzymom FastDigest Sau3Al (Fermentas)
pri teplote 37 °C pocas 10 minut. Ziskané PCR produkty
astiepne fragmenty boli identifikované pomocou
elektroforetickej separacie na 2 % agar6zovom géle
s obsahom interkalacnej farbicky GelRed (Biotium),
prebiehajtcej v 0,5 x TBE roztoku pri napéti 130 V po

dobu 30 minat  avizualizované pod UV
transiluminatorom.
VYSLEDKY A DISKUSIA

Amplifikované PCR produkty génu LEP o0 velkosti 422
bp boli Stiepené restrikénym enzymom  Sau3Al
a vizualizované na 2 % agardézovom géle. Restrikénym
Stiepenim 422 bp PCR produktu vznikli Stiepne
fragmenty, ktoré svojou velkostou identifikovali
pritomnost’ konkrétnej alely. V populécii hovidzieho
dobytka v celkovom poéte 58 plemennych bykov boli
zistené vsetky tri genotypy a to genotyp AA (390, 32 bp)
37 zvierat, genotyp AB (390 bp, 303 bp, 88 bp, 32 bp) 19
zvierat a genotyp BB (303 bp, 88, 32 bp) 2 zvierata.

Obrazok 1 Reprezentativne vysledky PCR - RFLP
analyzy SNP LepSau3Al na 2 % agar6zovom géle

1 — PCR produkt (422 bp), 2 — DNA ladder (100 bp,
Fermentas), 3 — genotyp BB (303, 88, 32 bp), 4 — genotyp
AB (390, 309, 88, 32 bp), 5 — genotyp AA (390, 32 bp), 6 -
genotyp AB (390, 303, 88, 32 bp), 7 - genotyp AA (390, 32
bp)

V hodnotenej populacii bykov mal najvdésie zastGpenie
homozygotny genotyp AA anajmenej zastupeny bol
genotyp BB. Prevladajicou bola alela A s frekvenciou
0,8017. Frekvencia alely B bola 0,1983. Pomer alel sa
realizoval aj v genotypovych kombinaciach na zaklade ¢oho
bola potvrdena vysokd homozygotnost’ populacie (0,682).
Z dévodu rozdielu frekvencii sa zrealizovala nizSia
premenlivost’ v populacii, comu zodpoveda efektivny pocet
alel (1,4663). Nizka troven polymorfnosti lokusu sa zaroven
preniesla do nizkej heterozygotnosti testovanej populacie,
v ktorej bolo 31,79 % heterozygotov.

Tabulka 1 Genotypové a alelové frekvencie SNP

LepSau3Al
Genotypy Alely
Frekvencia
AA AB BB A B
Byky | Absolitna 37 19 2 93 23
(n=58) | Relativna | 0,638 | 0,328 | 0,034 | 0,8017 | 0,1983

Tabul’ka 2 Efektivnost’ posobenia alel SNP LepSau3Al
Lokus | Alely | He(1) | PIC2) | Cu(3) | ENA®) | Vo%(5)

LepSau3Al | A;B | 0,3179 | 0,2674 | 0,682 | 1,4663 32,36

(1) Heterozygotnost, (2) polymorfny iniciacny obsah, (3) koeficient
homozygotnosti, (4) efektivny pocet alel, (5) stupen realizdcie moznej
premenlivosti

Podobne vysokt frekvenciu alely A (0,805) ako v nami
analyzovanej populacii zistila aj Kulig (2005) pri analyze
860 polskych Ciernostrakatych krav. Liefers et al. (2002)
zistili v populacii 631 holstajnsko — frizskych krav prevahu
genotyp AA s frekvenciu 0,813 nad genotypom AB (0,185)
a genotyp BB (0,002). Podobne aj Javanmard et al. (2010)
uvadzaju v populacii 66 holstajnskych bykov znaénu
prevahu alely A (0,90). Passos et al. (2007) zistili taktiez
vysoku prevahu alely A (0,91) v populécii 126 krav rdoznych
plemien zameranych na méasovi uzitkovost. Pric¢inou
odliSnosti  vznikajicich  vo  frekvenciach  vyskytu
jednotlivych  alel agenotypov je jednak velkost
analyzovanej populacie a dalej si to rozdiely medzi
plemenami pri ktorych doslo k identifikacii LepSau3Al
polymorfizmu. Podl'a Pompa et al. (1997) sa frekvencie
zistené na zdklade PCR — RFLP v bovinnom géne LEP
odliSuju medzi plemenami s pévodom Bos taurus a Bos
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indicus, ¢o by mohlo byt pri¢inou niektorych
fenotypovych rozdielov.

ZAVER

Pomocou metédy PCR — RFLP sme identifikovali vSetky
tri  genotypy jednonukleotidového  polymorfizmu
LepSau3Al vznikajuceho v 2. inréne bovinného
leptinového  génu.  V selektovanej populdcii 58
plemennych bykov sme zistili vSetky tri genotypy a to
genotyp AA 37 zvierat, genotyp AB 19 zvierat a genotyp
BB 2 zvieratda. NajviacSie zastipenie mala alela
A's frekvenciou  vyskytu  0,817. Na  zaklade
prezentovanych vysledkov méZeme povedat’, Ze metéda
PCR — RFLP je rychlou a efektivnou pre detekciu
polymorfizmu LepSau3Al.
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