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SLEDOVANIE EXPRESIE EXTRACELULARNEHO LEPTINOVEHO RE CEPTORA
U VYKRMOVYCH KUR CIAT ROSS 308

MONITORING OF THE LEPTIN EXTRACELLULAR RECEPTOR EXP RESSION
IN ROSS 308 BROILER CHICKENS

Lubica Mrazova, Radoslav Zidek, Maria Angetovia, Lenka Marséalkova, Jana Tkiva

ABSTRACT

Leptin gene was identified in 1994 by positionabrehg. Leptin is not only important in
regulating food intake and energy balance, but alss as metabolic and neuroendocrine
hormone. The effect of this protein in relation rtetabolism and food behavior of farm
animals has not been adequately investigated. rm &nimals, control of feed intake and
obesity is economically important. The aim of otudy was to optimize the methodological
approach. We isolated total RNA from the tissuebedrt, spleen, liver and abdominal fat. In
the fat abdominal tissue RNA appears as a redwekdt could be caused by an alternative
cutting of the molecule (splicing). In mammals,eatative splicing of leptin receptor
produces several C-terminal isoforms, which araiced. They have an important role in
transport, cellular internalisation and degradatbteptin. Chicken leptin receptor is similar
to its mammalian counterparts in terms of introonfestructure. It is not known whether the
chicken leptin receptor also undergoes by alteraaplicing.
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UvoD

Leptinovy gén bol identifikovany v roku 1994 poroagoozéného klonovania. Jeho mutacia
sa pokladd za podklad fenotypu extrémnej obezibemodnosti u ob/ob mysi. W&ina
vyskumu, ktory nasledoval po objaveni tohto hormésa zameral na Ulohu leptinu
v regulécii telesnej hmotnosti, s bien objasnenia patofyzioldgie obezity. Mnoho vyskadk
vyskumu poukazuje na to, Ze leptin nie je déledigyn v regulacii prijmu potravy
a energetickej rovnovahy, ale pini tiez funkciu aketabolicky a neuroendokrinny hormaon.
Nasledne po klonovani leptinového génu u mysi, gyaik aludi, boli vyklonované viaceré
homolégy u niektorych cica&ich druhov, vratane domacich zvierat. Poznatky tafédptinu
su hlavne zname z vyskumu s hlodavcami. Efekt tpihtdeinu vo vfahu k metabolizmu a
potravinového spravania farmovych zvierat nebol etbt adekvatne preskamany.
U farmovych zvierat ma kontrola obezity a prijmunkra va’ky ekonomicky vyznam. i&é
depozicie tukového tkaniva maju negativny vplyv matabolizmus, produku &Einnog’,
reprodukciu a kvalitu mésa. Od svojho objavenieicavvcov(Zhang et al., 19940l leptin
charakterizovany ako regulator viacerych fyziolégich funkcii \iaka jeho Ginkom ako
horménu podiBajiceho sa v koordinacii energetickej bilancie, abetizme a
neuroendokrinnych drahadhima et al., 2000) Taktiez ma vyznamnu uloho v regulacii
cytokinovych imunitnych reakcijMatarese et al., 200p Receptor pre leptin b@oskoro
identifikovany po expresivhom konovani z mySigiexus chorideugsustava ciev v ktorych
sa filtruje krv a dochadza k vytvaraniu mozgovo-chisvého mokujTartaglia et al., 1995)
Toto patri do natklade | triedy cytokinovych receptorov, ktora @sh receptory pre
interleukinG, leukémiu inhibhy faktor, granulocytov-faktor stimulujici koloniea
glykoprotein 130. Leptin je uvadzany v niékgch izofoirmach z jedného génu, ktory
obsahuje 17 spotoe kddujucich exénov a niekko alternativne spojenych exdénfWang et
al., 1996) VSetky izoformy zdiBaju rovnakeé extracelularne ligand-vazbové domény na
amino<asiach, ale liSia sa v karboxyastiach. Z izoforiem u laboratérnych hlodavcovejed
receptor (Re) chyba v transmembranovej a intra&eie] doméne a pohybuje sa ako
rozpustny receptor, zafigo iné ( Ra, Rb, Rc, Rd a Rf) ztiggu rovnaké intracelularne a
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transmembranové domény, ale lisia sdake intracelularnej domérhkubo et al., 2000)
lba receptor (Re) obsahuje na celdfke intracelularne domény a hydrofébne zvysky
potrebné pre aktivaciu JAK-STAT signalnej transthéy cesty, ktora je primarne
zodpovedna za signalizaciu leptinovyahinkov. Preto sa Rb uvadza ako "dlha" izoforma a
Ra, Rc, Rd a Rf uvadzaju ako "kratke" izoforf@hua Jr et al., 1997) Naklonovany kuraci
gén vykazuje 60% celkovej sekvem®j identity s cica¥im receptorom pre leptin a obsahuje
predpokladané exdnové hranice a taktiez konzenéwvamotivy v dlhej izoforme (Rb)
cicakieho receptora(Horev et al., 2000) Mor¢aci leptinovy gén bol taktiez nedavno
charakterizovany, Ze vykazuje 94% nukleotickej seknej identity so sekvenciou u kit
(Richards et al., 2003) Strukturalne zachovanie vtého receptora pre leptinovy gén spolu
s jeho mapovanim v chromozomalnom rozsahu s jete&tm naprotivkom, nazraije, Ze
fyziologické ulohy leptinu a jeho receptorov u wdgka cicavcov mézu bypodobn&Dunn

et al., 2000). AvSak, existuju pochybnosti o identite ligande pt&i leptinovy receptor,
pretoze sa nepotvrdili Sudie hovoriace o tom, Zé&l&kdduje receptor pre leptin u Kiet
(Amills et al., 2003) Existencia splicing (zostrihavacich) variantogastieho receptora pre
leptin je uZz znéne znamglee et al., 1996) Malo vieme o molekularnych mechanizmoch
regulacie kontroly pre splicing leptinového receptoicavcov. Evoléna vzdialenos medzi
kurcatami a cicavcami dovVaje zachovaua genetické prvky délezitych potencialnych
regulétorov identifikovanych sekve&mymi porovnavaniamfinternational Chicken Genome
Sequencing Consortium, 2004)Zachovanie sekvencie medzi &tai a cica¥imi receptormi
pre leptin spolu s experimentalnymi Gdajmi na&mja Ze kratke izoformy leptinového
receptora mézu existovau vtakov, ale eSte Ziadne neboli izolované a dtteraované
(Richard et al., 2003)

Ciel'om tejto prace bolo zistiexpresiu extracelularneho leptinového receptoraakdade
analyzy cDNA u vykrmového typu brojlerovych kiat ROSS 308Dalsim ci€om bolo
Studov@ rozloZenie tkanivove] expresie receptora pre heptio vybranych organov
u vykrmovych kuéiat. .

MATERIAL A METODIKA

Analyzu sme vykonali na vzorkach ziskanych z fieélm vykrmového typu brojlerovych
kurciat ROSS 308, ktoré boli chované v hale na hlbpkeistielke. VSetky postupy vykonané
na zvieratach boli v sulade s pravnymi predpismoclorane brojlerovych kdiat. Pokusna
skupina bola zloZzen4d zo 100 kusov brojlerovychtilty z ktorych bolo vybratych 5 kusov
rovnakej telesnej hmotnosti. Tieto brojlerovédaid sme pouZili ako reprezentativne vzorky,
z ktorych sme pouzili vnatorné organy atuk na ynal RNA bola vyizolovana #asti

v trecej miske rozdrvenyatasti tkaniv sleziny, gene a obdliek a intra- a extra-celularneho
tuku pomocou SV Total RNA Isolation System Triat&kit. RNA bola prepisana reverznou
transkriptazou pomocou jednokrokového - cDNA sym&é&éhého kitu (Amersham)
s nahodnymi hexamérmi ako primermi. R&#& zmes pre PCR obsahovala cDNA,
1,80 mM MgC}, 0,25 mM dNTPs mix. Boli pouzité primery, ktorymsme analyzovali
identifikaciu extracelularneho receptora 0,80 pmdl. E10-F marker
5-ATGGTCTGCAAACCCAAACGCA (Liu et al., 2006) a 0,80 pmol.jit E13 — 14-R
marker 5-AGGAGCTTGGATATCTTTT(Liu et al., 2006). Dalej boli pouZité primery
pre pozitivnu kontrolu kvality izolovanej RNA aehehu reverznej transkripcie
pre glyceraldehyd-3-fosfatat dehydrogenazu (GAPDH)GAPDH-F marker
5-GTGTTATCATCTCAGCTCCCTCAG (Liu et al., 2006) amarker GAPDH-R
5 -AAAGGTGGAAGAATGGCTGTCACC (Liu et al., 2006). Dalsimi zlozkami boli 0,80
U GoTaq HotStar Polymeraza doplnené destilovanodowodo objemu 30 pl. Zmes
obsahovala tlmivy roztok GoTaq green pufor 5x (Regey Medison USA) a amplifikacia
prebehla vtermalnom cykléri (PTC-150 MiniCycler™Research, Watertown USA).
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Postup PCR reakcie bol nasledovny: PCR cyklu$naé pre-denaturdciou na teplote 94 °C
po dobu 4 minat. Nasledne bolo zopakovanych 30asykbsahujicich denaturaciu pri 94 °C
po dobu 40 sekund a predlzovanie pri 72 °C po dbbminudty. Finalne predlZzovanie
fragmentov prebiehalo pri 72 °C po dobu 7 minut.

VYSLEDKY A DISKUSIA

M-hmotnostny méarker, draha 1 a2: de¢, draha 3 a4:
vnutrotelovy tuk; drdha 5 a 6: slezina; draha 7 :asfidce;
draha 9 a 10 negativna kontrola; draha 1, 3, 5, 9 tagment

Obrazok 1 Expresia extracelularneho leptinového receptorayoatych tkanivach

Zamerom experimentu bolo optimalizovaetodiku na sledovanie expresie extracelularneho
leptinového receptora na aviarnom modele. V phigbexperimentu sa podarilo Uspesne
vyizolova’ celkovi RNA so srdca, sleziny, q@me a vnutrotelového tuku. Ziskana RNA
po reverznej transkripcii na cDNA predstavovala gh pouZzity na identifikaciu zvoleného
leptinového receptora. Ako vyplyva z obrazku 1,wsetkych analyzovanych organoch sa
ndm podarilo vyizolova celkovd RNA, ktora pri naslednej reverznej transtir a PCR
reakcii s pouzitim primérovych parov GAPDH-F a GARR umoznili vznik fragmentov
1, 3,5 a 7, ktoré sluzia ako pozitivna kontrolalky RNA a nasledne cDNA vo vzorke. Ako
nazn&uje drahacislo 3 najmensi obsah izolovanej RNA bol dosiahnugyvnutrotelovom
tuku. Dréhy ¢islo 2, 4, 6 a8 predstavuji markéry na identifikaextracelularneho
leptinového receptora. So zr&m na obrazok 1 v tkanive g@ne (draha 2) nebolo mozné
identifikova® RNA, ktora by zodpovedala za vznik leptinovéhoepiora, napriek pomerne
vysokej koncentracii celkovej cDNA vo vzorke (drdhaDrdha 6 a 8 obsahuju fragment
poukazujuci na pritomnés leptinového receptora v sledovanych organoch. idewé
vysledky ponuka drahd&islo 4, ktord by mala poukazavana pritomno$ leptinového
receptora vo vnutro telovom tuku. V tejto drahenaahadzal fragment, ktory svojoizkou
nezodpovedal &akéavanej ke fragmentu ohraééného navrhnutymi primérmi (E10-F a E13
— 14-R - 572bp), ale bol viditee krat3i ako kontrolny fragment GAPDH i&kbu 533bp.
Toto naSe zistenie nezodpoveda tvrdeniu ktoré mmsépané v praciLiu et al., 2006).

Z uvedeného vyplyva, Ze pouzitim primérov a postupopisanych v metodike prace je
mozné pozoroua expresiu extracelularneho leptinového receptotg/bumidu ROSS 308.
V tkanive srdca a sleziny, je pozorovany leptinaegeptor exprimovany wvakavanych
mnozstvach, ktoré koreluji s mnozstvami v pi@au et al., 2006).V tkanive p&ene nie je
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mozné tento receptor identifiko/aapriek vysokému wazku izolovanej celkovej RNA vo
vzorke. Na rozdiel od Studitiu et al., 2006) v naSej praci sa v tkanive vnutro telového tuku
RNA javi ako skratenao mohol zapkinit’ alternativny zostrih molekuly (splicing). Ndko
hybrid ROSS 308 je dlhodobdathteny so zameranim na zniZzovanie obsahu vnidveted
tuku, budeme sa tejto oblasti ventwéac.

ZAVER

V naSom experimente sa podarilo vyizoldveelkovd RNA z tkaniva organov ako srdce,
slezina, p&i a abdominalny tuk. V tkanive pene napriek vysokej koncentracii celkovej
cDNA vo vzorke nebolo mozné identifikavaextracelularny leptinovy receptor. Vo
vnutrotelovom tuku na pritomnodeptinového receptora poukazal fragment, ktoryjavo
dizkou nezodpovedakakavanej tfke fragmentu ohra&&ného navrhnutymi primernibalej
sme zistili, Ze pouzitim primeru a popisanych postuje mozZné pozorovaexpresiu
extracelularneho leptinového receptora u vykrmovi§ipa brojlerovych kufiat ROSS 308.
V ocakdvanych mnozstvach sa exprimovany receptor prdnlenaSiel v tkanivach srdca
a sleziny. V tkanive abdominalneho tuku sa RNA aagkkratenej forme¢o mbze by
zaprtinené alternativnym zostrihom molekuly (splicing).
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