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ÚVOD 
Leptín je 16 kDa veľký proteín, syntetizovaný najmä v 

tukovom tkanive, ovplyvňujúci viacero procesov v 

organizme. Je zapojený do udržiavania energetickej 

rovnováhy prostredníctvom regulácie príjmu krmiva a 

energetického výdaju, v riadení reprodukčných funkcií a 

imunitnej odpovede (Zhang et al., 1994). Okrem toho sa 

jeho účinok prejavuje aj v placente, mliečnej žľaze, 

kostrových svaloch, mozgu a hypofýze (Passos et al., 

2007). Hlavnou funkciou leptínu je informovať centrálny 

nervový systém o hromadení tuku v tele a kontrolovať 

príjem krmiva. Počas negatívnej a pozitívnej energetickej 

bilancie sa hladina leptínu znižuje a zvyšuje (Bartha et 

al., 2005). Expresia leptínového génu je regulovaná 

množstvom tukového tkaniva, nutričnou hodnotou 

krmiva a hormónmi ako je inzulín a rastový hormón 

(Zhang et al., 1994). Receptory leptínu sú sústredené v 

oblastiach hypotalamu (Leshin et al., 1994). Vplyv 

leptínu na reguláciu príjmu krmiva a energetického 

výdaju, ako aj umiestnenie jeho receptorov indikuje jeho 

úlohu v rastových procesoch (Barb et al., 1998). 

Leptín sa viaže k receptoru lokalizovanom na 

neuropeptid – Y – neuróne (NPY). NPY má v 

hypotalame kľúčové postavenie pre integráciu potreby 

kŕmenia sa s vnútornými signálmi úrovne telesnej 

energie. Neuropeptid – Y – neurón má význam aj pri 

kontrole reprodukčných funkcií (Wayne et al., 1995). 

Predpokladá sa, že leptín dáva signál reprodukčnému 

systému o dostatku celkovej energie získanej z tukov a o 

energetických požiadavkách počas gravidity. Môže 

pomôcť pri regulácii folikulogenézy a steroidogenézy, 

zároveň slúži ako primárny signál iniciácie puberty alebo 

aj ako  regulátor sexuálnej maturácie (Lindersoon et al., 

1998). Duggal et al. (2000) vo svojej práci uviedli, že 

leptín má rovnako dôležitý vplyv aj na gonády. K jeho 

expresii dochádza na povrchu folikulárnych buniek vo 

vaječníku, čo indikuje endokrinný alebo parakrinný 

účinok leptínu na gonády.  

Gén kódujúci leptín bol identifikovaný na bovinnom 

chromozóme 4 (BTA4) a skladá sa z troch exónov a 

dvoch intrónov. Iba dva exóny sú prekladané do bielkoviny. 

Kódujúca oblasť leptínového génu (dĺžka nukleotidu 501) je 

obsiahnutá v exóne 2 a 3, ktoré sú oddelené intrónom s 

veľkosťou približne 2 kb. Rozpätie oblasti promótora tohto 

génu je asi 3 kb (Liefers et al., 2002). Polymorfizmus 

v kódujúcej oblasti bovinného leptínového génu bol 

asociovaný s príjmom krmiva (Oprzadek et al., 2003), 

produkciou mlieka (Liefers et al., 2002), telesným tukom 

(Nkrumah et al., 2005) a reprodukčnými ukazovateľmi 

(Almeida et al., 2003; Liefers et al., 2002). Podľa Liefersa 

et al. (2005) bolo v géne LEP detegovaných 20 

polymorfizmov. Ich frekvencia bola 1 na 84 bp v exónových 

sekvenciách. Pretože 1. exón je nekódujúci, nebol 

osekvenovaný (Buchanan et al., 2002). V 2. exóne Madeja 

et al. (2004) popísali na základe dĺžky reštrikčných 

fragmentov s použitím enzýmu ClaI A/T substitúciu, ktorej 

výsledkom bola zámena tyrozínu na fenylalanín. Buchanan 

et al. (2002) použitím PCR – RFLP a reštrikčného enzýmu 

Knp2I detegovali C/T substitúciu a zámenu arginínu na 

cysteín. V 3. exóne boli identifikované 2 jednonukleotidové 

polymorfizmy (SNP). Lagonigro et al. (2003) popisujú C/T 

substitúciu a zámenu valínu za alanín (NruI) a Madeja et al. 

(2004) lokalizovali C/T substitúciu z ktorej vyplýva zámena 

alanínu na valín s použitím reštrikčného enzýmu HphI. V 

intrónoch bolo identifikovaných viacero polymorfizmov, 

z nich najznámejšie boli lokalizované pomocou reštrikných 

enzýmov Sau3AI a BsaI.  

Polymorfizmus situovaný vo vnútri sekvencie 2. intrónu, 

zámena C/T, je rozlišovaný pomocou reštrikčného enzýmu 

Sau3AI a dostal pomenovanie LepSau3AI. Fragmenty 

vznikajúce po štiepení týmto reštrikčným enzýmom definujú 

prítomnosť alel A a B (Kulig, 2005). Liefers et al. (2002) 

vo svojej práci uvádzajú, že kravy s genotypom AB 

produkovali v porovnaní s homozygotmi AA viac mlieka, 

v súvislosti s alelou B zistili síce vyššiu produkciu mlieka 

ale aj jej negatívny efekt na energetickú rovnováhu 

a plodnosť. Almeida et al. (2003) zistili, že SNP LepSau3AI 

by mohol mať vplyv na dĺžku medziobdobia kráv a ich 

hmotnosť pri prvom otelení. Alela A mala tendenciu 

zvyšovať dĺžku medziobdobia a zároveň aj hmotnosť pri 
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prvom otelení. Preto by mohla mať selekcia zvierat s 

určitým genotypom za následok zlepšenie ich 

zdravotného stavu po otelení. Dĺžka medziobdobia a 

hmotnosť pri prvom otelení nepriamo vplývajú na 

reprodukciu a preto je ťažké určiť či alely LepSau3AI 

priamo pôsobia na reprodukčný systém. 

Cieľom našej práce bola analýza genotypovej a alelovej 

štruktúry LEP génu v selektovanej populácii hovädzieho 

dobytka pomocou metódy PCR – RFLP s následným 

využitím reštrikčného enzýmu Sau3AI. 

 

MATERIÁL A METÓDY 
Detekcia polymorfizmu v bovinnom leptínovom géne 

bola vykonaná metódou PCR – RFLP s využitím 

reštrikčného enzýmu Sau3AI. Biologický materiál 

určený na analýzu bol získaný od 58 plemenných býkov 

(slovenské strakaté plemeno). 

Genómová DNA bola izolovaná pomocou izolačného 

kitu NucleoSpin Blood (Macherey – Nagel). Postup 

izolácie bol v súlade s protokolom komerčného kitu. Na 

amplifikáciu 422 bp dlhého úseku DNA boli použité 

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´. Reakčná zmes 

PCR bola pripravená na celkový objem 25 µl 

a obsahovala: 1 x reakčný pufor, 1,5 mM MgCl2, 0,2 

mM dNTP Mix, 8 pM LepSau3AI primerov (Generi – 

Biotech), 1 U Taq DNA polymerázy (Fermentas), 50 ng 

templátovej DNA a sterilnú vodu. Amplifikácia 

prebiehala v termocykléry MJ Mini (Biorad).  

Teplotný a časový režim PCR reakcie pozostával zo 

štartu – 95 °C 5 minút, 35 cyklov (denaturácia – 95 °C 

30 sekúnd, annealing – 62 °C 20 sekúnd, polymerizácia – 

72 °C 30 sekúnd) a elongácie prebiehajúcej pri 72 °C 

počas 7 minút.  

Naamplifikované PCR produkty boli štiepené 

reštrikčným enzýmom FastDigest Sau3AI (Fermentas) 

pri teplote 37 °C počas 10 minút. Získané PCR produkty 

a štiepne fragmenty boli identifikované pomocou 

elektroforetickej separácie na 2 % agarózovom géle 

s obsahom interkalačnej farbičky GelRed (Biotium), 

prebiehajúcej v 0,5 x TBE roztoku pri napätí 130 V po 

dobu 30 minút a vizualizované pod UV 

transiluminátorom. 

 

VÝSLEDKY A DISKUSIA 
Amplifikované PCR produkty génu LEP o veľkosti 422 

bp boli štiepené reštrikčným enzýmom Sau3AI 

a vizualizované na 2 % agarózovom géle. Reštrikčným 

štiepením 422 bp PCR produktu vznikli štiepne 

fragmenty, ktoré svojou veľkosťou identifikovali 

prítomnosť konkrétnej alely. V populácii hovädzieho 

dobytka v celkovom počte 58 plemenných býkov boli 

zistené všetky 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 zvieratá. 

 

 

 

 
Obrázok 1  Reprezentatívne výsledky PCR – RFLP 

analýzy SNP LepSau3AI na 2 % agarózovom 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 populácii býkov mal najväčšie zastúpenie 

homozygotny genotyp AA a najmenej zastúpený bol 

genotyp BB. Prevládajúcou bola alela A s frekvenciou 

0,8017. Frekvencia alely B bola 0,1983. Pomer alel sa 

realizoval aj v genotypových kombináciách na základe čoho 

bola potvrdená vysoká homozygotnosť populácie (0,682). 

Z dôvodu rozdielu frekvencií sa zrealizovala nižšia 

premenlivosť v populácii, čomu zodpovedá efektívny počet 

alel (1,4663). Nízka úroveň polymorfnosti lokusu sa zároveň 

preniesla do nízkej heterozygotnosti testovanej populácie, 

v ktorej bolo 31,79 % heterozygotov. 

 

Tabuľka 1 Genotypové a alelové frekvencie SNP 

LepSau3AI 

 Frekvencia 
Genotypy Alely 

AA AB BB A B 

Býky 

(n=58) 

Absolútna 37 19 2 93 23 

Relatívna 0,638 0,328 0,034 0,8017 0,1983 

 

Tabuľka 2 Efektívnosť pôsobenia alel SNP LepSau3AI 

Lokus Alely He (1) PIC(2) Ca(3) ENA(4) V%(5) 

LepSau3AI A; B 0,3179 0,2674 0,682 1,4663 32,36 

(1) Heterozygotnosť, (2) polymorfný iniciačný obsah, (3) koeficient 
homozygotnosti, (4) efektívny počet alel, (5) stupeň realizácie možnej 

premenlivosti 

 

Podobne vysokú frekvenciu alely A (0,805) ako v nami 

analyzovanej populácii zistila aj Kulig (2005) pri analýze 

860 polských čiernostrakatých kráv. Liefers et al. (2002) 

zistili v populácií 631 holštajnsko – frízskych kráv prevahu 

genotyp AA s frekvenciu 0,813 nad genotypom AB (0,185) 

a genotyp BB (0,002). Podobne aj Javanmard et al. (2010) 

uvádzajú v populácií 66 holštajnských býkov značnú 

prevahu alely A (0,90). Passos et al. (2007) zistili taktiež 

vysokú prevahu alely A (0,91) v populácii 126 kráv rôznych 

plemien zameraných na mäsovú úžitkovosť. Príčinou 

odlišností vznikajúcich vo frekvenciách výskytu 

jednotlivých alel a genotypov je jednak veľkosť 

analyzovanej populácie a ďalej sú to rozdiely medzi 

plemenami pri ktorých došlo k identifikácií LepSau3AI 

polymorfizmu. Podľa Pompa et al. (1997) sa frekvencie 

zistené na základe PCR – RFLP v bovinnom géne LEP 

odlišujú medzi plemenami s pôvodom Bos taurus a Bos 
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indicus, čo by mohlo byť príčinou niektorých 

fenotypových rozdielov. 

 

ZÁVER 
Pomocou metódy PCR – RFLP sme identifikovali všetky 

tri genotypy jednonukleotidového polymorfizmu 

LepSau3AI vznikajúceho v 2. inróne bovinného 

leptínového génu. V selektovanej populácii 58 

plemenných býkov sme zistili všetky tri genotypy a to 

genotyp AA 37 zvierat, genotyp AB 19 zvierat a genotyp 

BB 2 zvieratá. Najväčšie zastúpenie mala alela 

A s frekvenciou výskytu 0,817. Na základe 

prezentovaných výsledkov môžeme povedať, že metóda 

PCR – RFLP je rýchlou a efektívnou pre detekciu 

polymorfizmu LepSau3AI. 
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