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Badaniami objęto 80 loszek ras wbp, pbz i linii 990 ubijanych w SKURTCh w Pawło-
wicach i Chorzelowie. Po uboju przy masie ciała 100 kg pobierane były próbki tkanek: 
jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy oraz krew do izolacji DNA. Fazy cyklu rujowego 
określono na podstawie oceny makroskopowej ilości i wielkości pęcherzyków jajnikowych, 
ciałek żółtych i białawych. Zwierzęta podzielono na 2 grupy w zależności od fazy cyklu 
rujowego: loszki w fazie folikularnej i lutealnej. Polimorfizmy LIF1 i LIF3 genotypowano 
metodami PCR-SSCP i PCR-RFLP, przy użyciu enzymu restrykcyjnego DraIII. W pobra-
nych tkankach oznaczono poziom ekspresji RNA. Dla badanych polimorfizmów stwier-
dzono wszystkie trzy genotypy. Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic pomiędzy 
genotypami LIF1 i LIF3 w profilu ekspresji genu LIF w poszczególnych tkankach zarówno 
w fazie folikularnej, jak i lutealnej. Zauważono jednak, że dla polimorfizmu LIF3 w rogu 
i trzonie macicy wyższą ekspresją charakteryzowały się lochy o genotypach AB i BB, co 
może sugerować wpływ allelu B na wyższy poziom transkryptu. W przypadku mutacji LIF1 
takich zależności nie stwierdzono.

Słowa kluczowe: świnie, tkanki układu rozrodczego, fazy cyklu rujowego, polimorfizmy 
LIF1 i LIF3, ekspresja

Czynnik hamujący białaczkę (leukemia inhibitory factor – LIF) jest cytokiną, któ-
ra w organizmie spełnia wiele funkcji. Wpływa na różnicowanie i proliferację wielu 
typów komórek, wpływa na metabolizm wapnia i kości, bierze udział w patogenezie 
procesów zapalnych, wytwarzaniu białek fazy ostrej, powstawaniu stanu wyniszcze-
nia organizmu przy współwystępującym rozroście nowotworowym lub przewlekłym 
zakażeniu (Abe i in., 1986; Austin i in., 1992; Mayer i in., 1993; Metcalf i Gearing, 
1989; Mori i in., 1991; Reid i in., 1990).

Właściwy przebieg ciąży warunkowany jest między innymi przez prawidłowy 
rozwój zarodka, jak również przez odpowiednie przygotowanie macicy do jego im-
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plantacji. Poznanie czynników wpływających na rozwój zarodka oraz receptywność 
endometrium jest rzeczą niezmiernie ważną w biologii rozrodu zarówno ludzi, jak 
i zwierząt. W badaniach dotyczących płodności wykazano, że LIF jest niezbędnym 
czynnikiem biorącym udział w procesach rozwoju i implantacji zarodka oraz we 
wczesnych okresach ciąży (Vogiagis i in., 1997; Robb i in., 2002; Salleh i Giribabu, 
2014). Prace na temat profilu ekspresji i poziomu białka LIF i ich związku z płodno-
ścią prowadzone były głównie u ludzi oraz u myszy (modele zwierzęce) (Stewart i in., 
1992; Robb i in., 2002). Niewiele jest natomiast badań dotyczących wpływu mutacji 
w genie LIF na płodność czy poziom transkryptu tego genu u zwierząt gospodar-
skich. Analiza ekspresji czynnika hamującego białaczkę w tkankach układu rozrod- 
czego świń może wyjaśnić rolę tego białka w rozwoju i implantacji zarodka u tych 
zwierząt.

Celem pracy była analiza ekspresji LIF mRNA w zależności od genotypu LIF1  
i LIF3 u świń. 

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na loszkach pochodzących ze Stacji Kontroli Użytko-
wości Rzeźnej Trzody Chlewnej (SKURTCh) w Chorzelowie i Pawłowicach. Ogółem 
badaniami objęto 80 sztuk samic ras wbp, pbz i linii 990. Doświadczenie zostało 
przeprowadzone zgodne z metodyką oceny obowiązującą w stacjach kontroli. Mate-
riał biologiczny pobierany był systematycznie w miarę przyjmowania nowych sztuk 
zwierząt do Stacji Kontroli. Po uboju przy masie ciała 100 kg pobierane były próbki 
tkanek: jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy oraz krew do izolacji DNA. W celu 
określenia fazy cyklu rujowego jajniki poddawane były szczegółowej ocenie morfo-
logicznej polegającej na makroskopowej ocenie liczby i wielkości pęcherzyków jajni-
kowych, ciałek żółtych i białawych. W zależności od fazy cyklu rujowego zwierzęta 
podzielone zostały na 2 grupy: loszki w fazie folikularnej i lutealnej.

DNA izolowane było z krwi pełnej pobranej do probówek z EDTA przy użyciu 
Genomic Wizard Purification Kit (Promega, Madison, USA) zgodnie z załączonym 
protokołem. Analiza polimorfizmów LIF1 (transwersja C/G w pozycji 4950) i LIF3 
(tranzycja C/T w pozycji 6988) prowadzona była metodami PCR-RLFP i PCR-SSCP 
według metodyki Lina i in. (2009) oraz Spöttera i in. (2005), przy użyciu enzymu 
restrykcyjnego DraIII (New England, BioLabs, Canada).

Próbki tkanek jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy pobrane były w czasie 
nie dłuższym niż 20 minut po uboju do probówek zawierających roztwór RNAla-
ter (Ambion, Life Technologies, USA) i przechowywane w temp. –20oC. Do ozna-
czenia poziomu ekspresji RNA wyizolowano wg metodyki Chomczyńskiego (1993)  
z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent (jajnik, jajowód) oraz przy użyciu PARIS 
Kit – Protein and RNA Isolation Iystem (róg i trzon macicy) (Ambion, Life Technolo-
gies, USA). Ilościową i jakościową ocenę wyizolowanego kwasu rybonukleinowego 
przeprowadzano na spektrofotometrze NanoDrop (Thermo Scientific, USA) i na 2% 
żelu agarozowym. 1 μg RNA został przepisany na cDNA w 37ºC z wykorzystaniem 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life Techno-
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logies, USA) wg dołączonego protokołu. Primery i sondy zostały zaprojektowane  
i zsyntetyzowane przez Applied Biosystems (tab. 1). Poziom ekspresji oszacowano 
w odniesieniu do genów endogennych OAZ1 i RPL27 (Ropka-Molik i in., 2012). 
Reakcje (w całkowitej objętości 25 µl) przeprowadzono w trzech powtórzeniach oraz 
w multipleksie z dwoma endogennymi genami. Wydajność reakcji dla kontroli en-
dogennych i badanego genu wyznaczono metodą krzywej standardowej. Względną 
ilość transkryptu badanego genu obliczono z wykorzystaniem metody ∆∆CT i zgod-
nie ze wzorem: 1/E(Ct) (gdzie E – wydajność rekcji obliczona jako E=10[−1/slope]; slope – 
współczynnik kierunkowy krzywej standardowej; Ct – cykl graniczny (ang. threshold 
cycle)). Czynnik normalizujący obliczono na podstawie średniej geometrycznej znor-
malizowanej ilości dwóch endogennych genów zgodnie z metodyką według Pfaffla 
(2001). 

Analizę statystyczną, mającą na celu zbadanie wpływu polimorfizmów LIF1  
i LIF3 na poziom ekspresji w poszczególnych tkankach przeprowadzono przy użyciu 
procedury ANOVA (SAS Institute, USA).

Wyniki

Frekwencję genotypów i alleli polimorfizmów LIF1 i LIF3 u wszystkich zwie-
rząt objętych badaniami przedstawiono w tabeli 2. Dla wszystkich badanych mu- 
tacji stwierdzono występowanie wszystkich trzy genotypów. Analizując ich frekwen-
cję stwierdzono, że loszki o genotypach AB obu mutacji charakteryzowały się naj- 
wyższą frekwencją (odpowiednio 0,53 i 0,57), a genotypy AA i BB zbliżoną frekwen-
cją (od 0,21 do 0,24). Również podobną frekwencją dla obu polimorfizmów cha- 
rakteryzowały się allele A i B (dla LIF1 odpowiednio 0,49 i 0,51, dla LIF3 – 0,51  
i 0,49). 

Wykresy od 1 do 4 przedstawiają porównanie poziomów ekspresji genu LIF w zależ-
ności od genotypów polimorfizmów LIF1 i LIF3 u loszek w fazie folikularnej i lutealnej 
w poszczególnych tkankach. Porównując poziom ekspresji genu LIF w poszczególnych 
tkankach stwierdzono, że najwyższą ekspresją w jajniku charakteryzowały się loszki  
o genotypie AB, w jajowodzie i trzonie macicy o genotypie AA, a w rogu macicy o ge-
notypie BB (wykres 1). Najniższą ekspresję natomiast wykazano w jajniku, jajowodzie  
i trzonie macicy u loszek o genotypie BB. Nieco odmienne wyniki uzyskano w fazie luteal-
nej (wykres 2). Najwyższą ilość mRNA w jajnikach stwierdzono u loszek o genotypie BB,  
w jajowodzie o genotypie AB, a w rogu i trzonie macicy o genotypie BB, natomiast najniż-
szą w jajowodzie i trzonie macicy u zwierząt o genotypie BB. W przypadku polimorfizmu 
LIF3 u loszek w fazie folikularnej najwyższą ekspresję w jajniku stwierdzono u loszek  
o genotypie AA, w jajowodzie u loszek o genotypie BB, w rogu macicy loszek o genotypie 
AB oraz w trzonie macicy u loszek o genotypie BB (wykres 3). Natomiast w fazie lutealnej 
w jajniku i rogu macicy najwyższy poziom mRNA wykazano u loszek o genotypie BB,  
a w jajowodzie i trzonie macicy u loszek o genotypie AB (wykres 4). Nie wykazano jednak 
statystycznie istotnych różnic pomiędzy genotypami w ekspresji analizowanych genów  
w poszczególnych tkankach.
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Tabela 2. Frekwencja genotypów i alleli polimorfizmów LIF1 i LIF3 
Table 2. Genotype and allele frequencies of LIF1 and LIF3 polymorphisms 

Gen
Gene

Genotyp
Genotype

Allel
Allele

P
P-Value

LIF1 AA AB BB A B
0,23 0,53 0,24 0,49 0,51 0,4784

LIF3 AA AB BB A B
0,22 0,57 0,21 0,51 0,49 0,2846

Wykres 1. Poziom ekspresji genu LIF w zależności od genotypu polimorfizmu LIF1  
w fazie folikularnej w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy 

Figure 1. The level of LIF gene expression depending on LIF1 genotype polymorphism in the follicular 
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body

Wykres 2. Poziom ekspresji genu LIF w zależności od genotypu polimorfizmu LIF1 w fazie lutealnej  
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy 

Figure 2. The level of LIF gene expression depending on LIF1 genotype polymorphism in the luteal 
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body
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Wykres 3. Poziom ekspresji genu LIF w zależności od genotypu polimorfizmu LIF3 w fazie folikularnej 
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy 

Figure 3. The level of LIF gene expression depending on LIF3 genotype polymorphism in the follicular 
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body

Wykres 4. Poziom ekspresji genu LIF w zależności od genotypu polimorfizmu LIF3 w fazie lutealnej  
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy 

Figure 4. The level of LIF gene expression depending on LIF3 genotype polymorphism in the luteal 
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body

Omówienie wyników

W niniejszych badaniach stwierdzono najwyższą frekwencję dla genotypów AB 
obydwóch genów oraz zbliżoną frekwencję genotypów AA i BB. Nieco odmienną 
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frekwencję genotypów polimorfizmów LIF1 i LIF3 również u ras wbp i pbz wykazali 
Mucha i in. (2013) w badaniach nad wpływem polimorfizmu tych genów na cechy 
rozpłodowe. Dla mutacji LIF1 stwierdzono, że frekwencja genotypu AB (0,45) była 
niewiele wyższa od frekwencji genotypu AA (0,42), a dla LIF3 frekwencja genotypu 
AB (0,45) niewiele wyższa niż frekwencja genotypu BB (0,42). Lin i in. (2009) dla 
rasy Large White dla polimorfizmu LIF1 oszacowali frekwencję genotypów od 0,25 
(AA) do 0,38 (BB), a dla LIF3 od 0,06 (AA) do 0,53 (BB), natomiast Spötter i in. 
(2005) dla syntetycznej linii niemieckiej Duroc i Large White dla LIF3 od 0,07 (AA) 
do 0,53 (BB). 

Spötter i in. (2005) wytypowali u świń gen LIF, jako gen kandydujący w odnie-
sieniu do cech użytkowości rozpłodowej, a zwłaszcza wielkości miotu. W prowa-
dzonych badaniach nad wpływem polimorfizmów LIF1 i LIF3 nie uzyskano jednak 
jednoznacznych wyników (Spötter i in., 2005; Lin i in., 2009; Mucha i in., 2013; 
Napierała i in., 2014). Nieliczne badania dotyczą jednak poziomu LIF mRNA w tkan-
kach świń w różnych fazach cyklu rujowego.

Anegon i in. (1994) wykazali u świń szczytową aktywność białka LIF w płynach 
prześwitu macicy w 12. dniu ciąży oraz w 7. i 13. dniu cyklu rujowego, jednak LIF 
mRNA był wykryty w endometrium tylko w 11. dniu. Wcześniejsze badania prowa-
dzone przez nasz zespół dotyczyły porównania poziomu transkryptu genu LIF pomię-
dzy fazami cyklu rujowego w poszczególnych tkankach układu rozrodczego (Rop-
ka-Molik i in., 2012). W tkankach jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy poziom 
transkryptu genu LIF był wyższy w fazie lutealnej cyklu rujowego w porównaniu do 
fazy folikularnej czy niedojrzałych płciowo loszek (przed pierwszą rują), co potwier-
dza rolę genu LIF w okresie okołoimplantacyjnym zarodka. Stwierdzono również 
wyższą ekspresję tego genu w rogu i trzonie macicy w porównaniu do jajników i ja-
jowodów w obydwu analizowanych fazach oraz u loszek niedojrzałych płciowo. Po-
twierdzają to wyniki uzyskane w niniejszej pracy. Średni poziom transkryptu w rogu 
i trzonie macicy (bez podziału na genotypy) był wyższy niż w jajnikach i jajowodach 
zarówno w fazie folikularnej, jak i lutealnej. 

Kholkute i in. (2000) w badaniach na marmozetach wykazali obecność białka LIF 
w nabłonku gruczołowym endometrium podczas wczesnej fazy lutealnej, najwyższy 
poziom ekspresji w połowie fazy lutealnej i ponownie niższy w późnej fazie lutealnej. 
Nie stwierdzono białka LIF podczas wczesnych i późnych fazach pęcherzykowych. 
Vogiagis i in. (1997) w badaniach na owcach wykazali natomiast, że ekspresja LIF po-
zostawała względnie stabilna w całym cyklu rujowym, zmniejszała się we wczesnym 
okresie ciąży (12–14 dzień) i była najwyższa w 16–20 dniu ciąży.

Prace dotyczące profilu ekspresji i poziomu białka LIF i ich związku z płodnością 
prowadzone były głównie u ludzi i myszy. Charnock-Jones i in. (1994) wykazali naj-
wyższą ilość LIF mRNA w późnej fazie wydzielniczej cyklu w porównaniu do fazy 
wczesnej i środkowej oraz że jest ona sześć razy większa niż wykrywana w fazie 
proliferacji, gdy poziom LIF był niski lub niewykrywalny. Ekspresja LIF w endome-
trium zależy od etapu cyklu miesiączkowego, ale również od typu komórek. Badania 
Chena i in. (1995) potwierdziły, że na każdym etapie cyklu menstruacyjnego komór-
ki nabłonkowe wydzielają znacznie więcej LIF niż komórki zrębu, ale stwierdzono 
również, że komórki nabłonka gruczołowego w połowie fazy lutealnej wydzielały 
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znacznie więcej LIF niż w innych fazach cyklu. U myszy Yang i in. (1995) wykazali 
na wysokim poziomie białka LIF w macicy blisko czasu owulacji i w 4 dniu ciąży.

W badaniach dotyczących płodności zaobserwowano istotnie wyższe stężenie LIF 
w macicy u kobiet płodnych niż niepłodnych (Laird i in., 1997). W przypadku kobiet 
niepłodnych stwierdzono mutacje w genie LIF (Giess i in., 1999; Kralickova i in., 
2006). U myszy pozbawionych genu LIF po zapłodnieniu obserwowano powstawanie 
blastocysty, ale nie dochodziło do implantacji zarodka (Stewart i in., 1992; Robb i in., 
2002). 

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic 
pomiędzy genotypami polimorfizmów LIF1 oraz LIF3 w profilu ekspresji genu LIF w 
poszczególnych tkankach zarówno w fazie folikularnej, jak i lutealnej. Zaobserwowa-
no natomiast, że lochy o genotypach AB i BB charakteryzowały się wyższą ekspresją 
dla polimorfizmu LIF3 w rogu i trzonie macicy, co może sugerować wpływ allelu B 
na wyższy poziom transkryptu. W przypadku polimorfizmu LIF1 takich zależności 
nie stwierdzono. Uzyskane w pracy wyniki przyczynią się być może do pełniejszego 
poznania czynników mających wpływ na receptywność macicy i rozwój zarodków  
u świń, a co za tym idzie na zwiększenie płodności rzeczywistej loch.
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Aurelia Mucha, Katarzyna Ropka-Molik, Katarzyna Piórkowska

Expression of LIF mRNA depending on LIF1 and LIF3 polymorphisms in gilts

Summary

The study involved 80 Polish Large White, Polish Landrace and line 990 gilts slaughtered at the 
Pig Performance Testing Stations in Pawłowice and Chorzelów. After slaughter at 100 kg body weight, 



A. Mucha i in.126

samples of tissues (ovary, oviduct, uterine horn, uterine body) and blood for DNA isolation were col-
lected. Phases of the estrous cycle were determined based on macroscopic examination of the number and 
size of ovarian follicles, corpora lutea and corpora albicans. Gilts were divided into 2 groups according 
to the follicular or luteal phase of the estrous cycle. LIF1 and LIF3 polymorphisms were genotyped by 
PCR-SSCP and PCR-RFLP, using DraIII restriction enzyme. The sampled tissues were analysed for the 
level of RNA expression. All three genotypes were found for the studied polymorphisms. No statistically 
significant differences were found between the LIF1 and LIF3 genotypes in LIF expression profile in dif-
ferent tissues, in both the follicular and luteal phase.  However, higher expression for LIF3 polymorphism 
in the uterine horn and uterine body was characteristic of the sows of AB and BB genotypes, which may 
suggest the effect of the B allele on the higher transcript level. No such relationships were observed for 
the LIF1 mutation.

Key words: pigs, tissues of the reproductive system, phases of the estrous cycle, LIF1 and LIF3 polymor-
phisms, expression


