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Association between leptin gene polymorphism, somatic cell count,
and milk production traits in cows

Summary

The aim of the study was to investigate how leptin R4C single nucleotide polymorphism (SNP) in the leptin
gene affects the somatic cell count (SCC) in milk as well as milk production traits such as daily milk yield,
fat content, protein content, lactose content, and dry matter content in milk. A total of 162 Polish Holstein-
-Friesian (Red-White strain) cows were used in this study. The genotype and allele frequencies were as
follows: CC — 0.26, CT — 0.56, TT — 0.18, C — 0.54, T — 0.46. Statistical analysis revealed that the studied
polymorphism significantly affected the daily milk yield (P < 0.05). The results indicate that selection of R4C
TT animals might contribute to increased milk yield in Holstein-Friesian cattle.
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Jednym z najwazniejszych celow wspotczesnej ge-
netyki zwierzat gospodarskich jest poszuklwame
mutacji genowych wptywajacych na zmienno$¢ cech
uzytkowych. Cechami podlegajacymi ciagtemu dosko-
naleniu u bydta mlecznego sa, z racji kierunku uzyt-
kowego, wydajnos$¢ i1 jakos¢ mleka. Ostatnio coraz
wigksza uwage przywiazuje sig takze do obnizania licz-
by komoérek somatycznych w mleku; nalezy przy tym
uwzgledni¢, zeby nie zostaty przekroczone granice
uwazane za fizjologiczne (25-50 tysigcy w 1 ml). Ta-
kie podej$cie moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia
podatnosci na zapalenie wymienia (mastitis), ktore jest
gléwnym 1 bardzo kosztownym schorzeniem bydta
mlecznego. Przyczynia si¢ do strat ekonomicznych
w przemysle mlecznym, powodujac obnizenie wydaj-
nos$ci mleka oraz zmiang jego sktadu. Zapaleniu wy-
mienia towarzyszy zwigkszenie liczby komérek soma-
tycznych w mleku, dzigki czemu staly si¢ one wskaz-
nikiem zdrowotnos$ci wymienia.

Rozwoj 1 doskonalenie narzgdzi genetyki moleku-
larnej stwarza mozliwos$¢ efektywnej identyfikacji
pozadanych genotypow, a tym samym genéw warun-
kujacych okreslone cechy ilosciowe. Jedna ze stoso-
wanych strategii jest identyfikacja mutacji w genach
kandydujacych, co ulatwia odkrywanie i lokalizowa-
nie genéw o duzym efekcie (a w szczegdlnosci muta-

cji funkcjonalnych) dla cech uzytkowych (18). Jednym
z proponowanych gendw kandydujacych dla cech uzyt-
kowosci mlecznej bydta jest gen kodujacy leptyng.

Leptyna jest hormonem polipeptydowym o masie
czasteczkowej 16 kDa, produkowanym gléwnie przez
komorki thuszczowe, jak réwniez gruczol mlekowy
w czasie laktacji (2, 19). Jej receptory ulegaja eks-
presji w wielu tkankach i komoérkach, w tym w ko-
morkach uktadu immunologicznego Dowiedziono, ze
leptyna Wp%ywa na szereg procesOw zachodzacych
W organizmie, a w szczegolnosci bierze udziat w utrzy-
maniu bilansu energetycznego poprzez regulaCJQ po-
bierania pokarmu i wydatkowania energii. Zaangazo-
wana jest ponadto w procesy zwiazane z reprodukcja,
a takze w funkcjonowanie uktadu immunologicznego
(6). Wykazano, ze leptyna odgrywa znaczaca rolg
w odpowiedzi immunologicznej, posredniczy w pro-
liferacyjnej oraz antyapoptotycznej aktywnosci limfo-
cytow T i monocytow, a takze przyczynia sig¢ do opdz-
nienia apoptozy neutrofili 1 do wydzielania prozapal-
nych cytokin (3, 13). Stwierdzono réwniez podwyz-
szone stezenie leptyny we krwi w czasie infekeji i pro-
cesOw zapalnych (1).

Gen kodujacy leptyng zmapowano w chromosomie
4 bydta (14), a w jego obrgbie zidentyfikowano wiele
miejsc polimorficznych (8, 14). Stwierdzono, ze u r6z-
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nych ras bydta istnieja zalezno$ci migdzy niektorymi
podstawieniami pojedynczych nukleotydow (SNP —
single nucleotide polymorphism) w obrgbie genu lep-
tyny 1 cechami uzytkowos$ci mlecznej (5, 7, 9, 10, 12,
20), a takze liczba komoérek somatycznych w mleku
(5, badania wtasne nie publikowane).

Celem badan bylo okreslenie czgstosci wystgpowa-
nia genotypow leptyny (R4C) oraz ocena zaleznosci
mig¢dzy nimi a liczba komoérek somatycznych i1 war-
toscia cech uzytkowosci mlecznej bydta.

Materiat i metody

Badaniami objgto 162 krowy rasy polskiej holsztynsko-
-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej. Krowy utrzymywa-
ne byly w gospodarstwie na terenie Pomorza Zachodniego
w identycznych warunkach, zywione standardowymi daw-
kami, pojone ad libitum. Zwierz¢ta urodzone byly w latach
1994-2001 i pochodzity od 43 ojcow.

Materiat badawczy stanowita krew z zyly szyjnej ze-
wngtrznej pobrana do probéwek zawierajacych K.EDTA.
Izolacje¢ DNA z pelnej krwi obwodowej przeprowadzono
z uzyciem zestawu MasterPure (Epicentre®), zgodnie z in-
strukcjami producenta. Analizowano miejsce polimorficz-
ne zlokalizowane w trzecim eksonie. Zachodzi w nim tran-
zycja C/T, ktora na poziomie biatka powoduje zamiang
argininy w cysteing (polimorfizm R4C). Amplifikacja frag-
mentu genu o dtugosci 94 par zasad przeprowadzona
zostata przy uzyciu pary nastgpujacych starterow: 5’-ATG
CGCTGT GGA CCC CTG TAT-3’ oraz 5’-TGG TGT CAT
CCT GGA CCT TCC-3’ (4). Produkty amplifikacji trawio-
no 5 U enzymu restrykcyjnego Kpn2l. Uzyskane fragmen-
ty restrykcyjne rozdzielane byly nastgpnie w zelach agaro-
zowych z dodatkiem bromku etydyny (0,5 pg ¢ ml?),
w obecnosci odpowiedniego wzorca DNA. Uzyskane pro-
dukty trawienia byly wizualizowane, a nast¢pnie oceniane
1 opisane z uzyciem systemu archiwizacji rozdzialow elek-
troforetycznych firmy Vilber Lourmat.

Kolejnym krokiem byto okreslenie czgstosci wystepo-
wania alleli i genotypow leptyny. Ponadto oszacowano, czy
istnieja zalezno$ci migdzy genotypami a liczba komorek
somatycznych (In) oraz wartoscia nastgpujacych cech uzyt-
kowosci mlecznej krow: dobowej wydajnosci mleka (kg),
zawarto$ci biatka, thuszczu i laktozy w mleku (%), a takze
zawartosci suchej masy (%). Dane uzytkowe badanych
zwierzat pochodzily z dokumentacji hodowlanej prowadzo-

Tab. 1. Cechy uzytkowosci mlecznej krow z réznymi genotypami leptyny (X + SD)
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nej dla kazdego stada w ramach oceny uzytkowosci mlecz-
nej (karta jatowki-krowy, tabulogram).

W badaniach zastosowano model wieloczynnikowy,
mieszany, hierarchicznie zagniezdzony, z pakietu GLM —
General Linear Model (17):

Vi = B +a + bj +¢, +d(a) + e(HF) + f(LT) + 8
gdzie: y,,, — wartos¢ obserwowanej cechy u osobnika;
n— srednia warto$é cechy dla stada; a, — efekt genotypu
(i=1,2,3); b, — efekt roku urodzenla/mles1qca urodzenia
Gg=1,2,. 45), c, — efekt laktacji (k =1, ..., 9); d(a) —
efekt krowy, czynmk zagniezdzony w genotypie leptyny
(m=1,2, ..., 162); e(HF) — wspotczynnik regresji udziatu
% HF na warto$¢ cechy; f(LT) — wspotczynnik regresji dnia
laktacji na warto$¢ cechy; g, " — blad.

Roéznice migdzy srednimi warto$ciami cech zostaly prze-
analizowane przy pomocy testu wieclokrotnego rozst¢pu
Duncana.

Wyniki i omowienie

Analiza restrykcyjna po zastosowaniu enzymu
Kpn2l umozliwila rozroéznienie trzech genotypow
w badanym stadzie krow rasy polskiej holsztynsko-
-fryzyjskiej, odmiany czerwono-bialej. Dtugosci uzys-
kanych w wyniku trawienia fragmentow dla poszcze-
gblnych alleli byly nastgpujace: 94 pary zasad (brak
miejsca rozpoznawanego przez enzym) dla allelu C
oraz 75119 par zasad dla allelu T. Wykazano, Ze czgs-
to$¢ wystgpowania alleli w badanym stadzie krow wy-
nosita: C — 0,54, T — 0,46. Genotyp CT wystgpowat
Znajwyzsza czgstoscia, ktorej wartos¢ ksztattowata sig
na poziomie 0,56, natomiast pozostate genotypy wy-
stgpowaly, odpowiednio, z czgstoscia: 0,26 — genotyp
CC oraz 0,18 — genotyp TT. Wyniki zblizone sa do
uzyskanych w badaniach prowadzonych na innych sta-
dach bydta tej rasy (5, 11, 12).

Analiza wariancji wykazata, ze efekt roku urodze-
nia/miesigca urodzenia oraz efekt krowy miaty istotny
wplyw na warto$¢ wszystkich badanych cech uzytko-
wosci mlecznej, natomiast efekt laktacji wptywat istot-
nie na dobowa wydajnos$¢ mleka, zawartos¢ biatka i lak-
tozy w mleku oraz liczbg¢ komorek somatycznych (LKS).

W tab. 1 przedstawiono $rednie warto$ci badanych
cech u kréw o réznych genotypach leptyny. Wyniki ba-
dan wykazaty statystycznie istotne rdznice (p < 0,05)
w dobowej wydajnosci mleka
migdzy osobnikami o réznych

Objasnienia: a, b — $rednie warto§ci w wierszach oznaczone réznymi literami rdznia si¢

migdzy soba istotnie przy p < 0,05

Cocha Genotyp (n) —— genptypach. ’S‘.cwie_rdzono, ze

CC (894) CT (1841) TT (657) wyzsza wartoscig tej cechy cha-

Dobowa wyd. mleka (kg) 2387767 | 234027157 | 203527090 | 2369x747 | LaKteryzowalysigkrowy o geno-

typie TT w poréwnaniu z krowa-

Zawarto$é ttuszezu (%) 4,43 + 1,02 4,38 1,01 4,30 + 0,99 4,37 +1,01 mi o heterozygotycznym geno-

Zawartos¢ biatka (%) 3,35 = 0,41 3,34 £ 0,42 3,39 £ 0,37 335:041 | typie CT, przy czym rdznica
Zawartosé laklozy (%) 574125 | 5672117 5,74 £ 1,21 571=1,20 | wWynosita 0,95%.

LKS () ams0z | amsnz | amsozs | amsozs | N PEVPGKBOZONA e At

Zawarto$¢ suchej masy (%) 13,45 £ 1,26 13,42 1,27 13,37 £ 1,30 13,42 £ 1,27 dObOWCj wydajnoéci mleka, 7a-

wartosci thuszczu, bialka 1 lakto-
zy w mleku oraz LKS i suchej
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masy w mleku, nie stwierdzono statystycznie istotnych
roéznic pomig¢dzy krowami o réznych genotypach lep-
tyny (tab. 1).

Badania zalezno$ci miedzy SNPs w genach kandy-
dujacych dla cech uzytkowych bydta a warto$ciami
tych cech prowadzone sa na szeroka skalg. Analizo-
wany byl takze wptyw polimorfizmu réznych gendéw
(m.in. BoOLA-DRB3 i laktoferyny) na liczbg komorek
somatycznych w mleku (15, 16). Wyniki dotyczace
zalezno$ci migdzy polimorfizmem R4C w genie lep-
tyny a liczba komorek somatycznych w mleku oraz
warto$ciami cech uzytkowosci mlecznej sa dos¢
skromne. Prezentowane badania wykazaly, ze istnieje
zalezno$¢ migdzy genotypami R4C leptyny a dobowa
wydajnoscia mleka u krow rasy polskiej holsztynsko-
-fryzyjskiej, odmiany czerwono-biatej. Potwierdzone
zostaly tym samym wyniki badan Buchanan i wsp. (5),
ktorzy stwierdzili istotny wptyw SNP R4C na dobowa
wydajnos¢ mleka, szczegdlnie w poczatkowym sta-
dium laktacji, u byda rasy holsztynskiej; osobniki
o genotypie TT charakteryzowaly sig istotnie wyzsza
wartoscia tej cechy w porownaniu z osobnikami o ge-
notypie CC, a ponadto u kréw homozygotycznych TT
stwierdzono istotnie wyzsza wydajnos¢ biatka w pierw-
szych 100 dniach laktacji niz u osobnikéw o genoty-
pie CC. Badano takze wptyw polimorfizmu R4C na
warto$¢ hodowlang dla cech mlecznosci u buhajéw
rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, odmiany czar-
no-biatej. Komisarek i wsp. (7) stwierdzili, Ze samce
homozygotyczne TT charakteryzowaly sig istotnie
wyzsza warto$cia hodowlana dla wydajnosci mleka
1 biatka oraz zawartosci thuszczu w mleku niz buhaje
o genotypie CC. Madeja 1 wsp. (12) nie wykazali na-
tomiast istotnych zaleznosci miedzy SNP a warto$cia
hodowlana dla cech uzytkowosci mlecznej w bada-
nym stadzie buhajow.

W prezentowanych badaniach nie stwierdzono istot-
nych réznic w liczbie komorek somatycznych miedzy
krowami o r6znych genotypach. Nie zostaly tym sa-
mym potwierdzone wyniki badan Buchanan i wsp. (5),
ktorzy, badajac krowy rasy holsztynskiej, stwierdzili
istotnie wigksza liczbe komorek somatycznych w mle-
ku osobnikow homozygotycznych TT w poréwnaniu
z osobnikami o genotypie CC. Te niejednoznaczne wy-
niki moga wynikac ze specyfiki badanego stada. War-
to zatem przeprowadzi¢ podobne badania w innych
stadach, a nawet rasach bydta mlecznego, aby modc
zweryfikowac¢ otrzymane wyniki. Jest to tym bardziej
uzasadnione, ze nie ma danych literaturowych
z tego zakresu, ktére dotyczytyby ras bydta mleczne-
go hodowanego w Polsce.

Polimorfizm R4C generuje niekonserwatywne pod-
stawienie argininy cysteing w sekwencji aminokwa-
sOw w czasteczce leptyny. Moze to prawdopodobnie
wplywac na strukturg i funkcj¢ biatka (np. zaklocenie
wiazania do receptora, destabilizacja mostka dwu-
siarczkowego), co sugeruje funkcjonalny efekt oma-
wianego polimorfizmu (4).
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Podsumowanie

Wyniki badan wykazaty, Ze istnieje zalezno$¢ mig-
dzy genotypami R4C leptyny a dobowa wydajnos$cia
mleka u krow rasy polskiej holsztynsko fryzyjskiej,
odmiany czerwono-biatej. Sugeruje to, ze jesli progra-
my hodowlane opracowywane bytyby w oparciu
o0 powyzszy polimorfizm, preferowanie w hodowli
osobnikow o genotypie R4C TT mogtoby przyczynié
si¢ do polepszenia wydajnosci mleka. Uzasadnione jest
kontynuowanie badan w tym kierunku, poniewaz ist-
nieje ciagla potrzeba niezaleznej weryfikacji otrzymy-
wanych wynikow przed ich wykorzystaniem w pro-
gramach selekcji bydta mlecznego.
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