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ABSTRACT

Leptin gene was identified in 1994 by positional cloning. His mutation is considered extreme obesity surface phenotype and
infertility in ob/ob mice. Most of the research, which followed the discovery of this hormone, focused on the role of leptin
in regulating body weight, in order to clarify the pathophysiology of obesity. Many research results show that leptin is not
only important in regulating food intake and energy balance, but also performs functions such as metabolic and
neuroendocrine hormone. Using herbs and essential oils depends on their antimicrobial activity. Most plants have favorable
multifunctional properties, which are the specific content of bioactive components. Some authors characterize fytogénne
substance such as natural substancese plant origin, which leave no residues in animal products and is not necessary to keep
the trade period before slaughter animals. Analyses suggest that the structural function of the receptor exists as a dimer
constructively in the plasma membrane. Each receptor dimer pair is reversibly bound to one molecule of leptin. When
bound, signaling pathways are responsible for beginning the activation receptor associated Janus kinase 2 (JAK2) and

tyrosine phosphorylation of two key residues in the intracellular part of receptor.
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UVoD

Biotechnolégie z hladiska zivociSnej vyroby st
orientované na vyuzivanie zivych organizmov a ich casti
pre vysoko intenzivnu a opakovatel'ni vyrobu potravin
alebo modifikaciu produktov zivocichov na Specifické
pouzitie. Poznatky o lokalizacii a efektoch $pecifickych
génov, ktoré v uplynulych rokoch progresivne narastali,
maju vyznam z hladiska kvality produkcie, resp. d’alSich
uzitkovych  charakteristik  hospodarskych  zvierat.
Vicsina vlastnosti vratane ekonomicky vyznamnych, ako
je napr. produkcia méisa a mlieka, je kddovana viacerymi
génmi. Preto findlny efekt méze byt rozdielny podla
identity individudlneho Specifického génu. Dodlezita je
analyza uzitkovosti u rodi¢ov a potomkov a ich
vzajomné vztahy. Chov brojlerovych kurciat umoznil
intenzivnej$ie ukladanie svalovej hmoty uplatnenim
vysledkov stratégie genetického vyberu (Havenstein et
al., 2003b).

Havenstein et al. (2003b) wvvadza, ze produkcia
kur€acieho misa mé dolezith ulohu z hl'adiska vysokej
potencialnej produkcie v relativne kratkom obdobi, ale i
z hladiska vysokej dietetickej hodnoty. Vysoka
potencidlna produkcia danad kratkym generacnym
intervalom a pomerne kratkym obdobim vykrmu
brojlerovych kurciat, vysoka intenzita rastu spolu s
vynikajucimi dietetickymi vlastnostami kurcacieho mésa
predurcuje tento druh mésa ako potravinu buducnosti.

Aj tisicrocné tradicie askusenosti v humannom
liecitel'stve poukazuju na skutocnost, 7e
najprirodzenejSie rieSenie problematiky udrzania zdravia
zvierat a potravinovej bezpecnosti, je vo vyuZivani
biologicky ucinnych latok rastlin. Drdak et al. (1996)
uvadza, Ze obsahovym latkam rastlin, ako su alkaloidy,
triesloviny a silice je urcena osobitna pozornost’. Pouzitie
rastlinnych silic ako jednej z moznych alternativ za
kfmne antibiotikd, ktoré kladne ovplyvnili produkciu
brojlerovych kur¢iat potvrdili vo svojich experimentoch,

Demeterova (2004), Mudroniova et al. (2005),
Angelovicova et al. (2005), Angelovicova et al.(2006) a ini.
Podla Opletela (1998) mo6zu mat rastovo-stimulacné
ucinky aj prirodné esencialne oleje z korenin a aromatickych
bylin, ako aj rastlinné extrakty obsahujuce u¢inné zlozky.
Docic a Biklei (2003) uvadzaju, Ze rastlinné extrakty
podobne ako antibiotika, pozitivne ovplyviiuju prijem
krmiva, prirastky telesnej hmotnosti, utilizaciu zivin a
zlepSuju mikrobialnu fermenticiu v &reve. Bikler (2006)
poukazuje aj na skutocnost’, ze pouzitie fytogénnych aditiv
stimuluje fyziologické procesy traviacej sustavy a zlepSuje
jej odolnost’ voci kolonizacii patogénnou mikroflérou
Pouzitie bylin a esencidlnych olejov zavisi od ich
antimikrobialnej aktivity. V&c¢Sina rastlin ma priaznivé
multifunkéné vlastnosti, ktoré su dané Specifickym obsahom

bioaktivnych  zloziek. @Kamel a McKay (2003)
charakterizuji fytogénne substancie ako prirodné latky
rastlinného  povodu, ktoré nezanechavaji  rezidua

v zivociSnych produktoch a nie je nutné dodrziavat
ochrannt dobu pred jatoénym zabijanim zvierat.

Biotechnolégie  z hladiska  ZivoCisnej  vyroby  su
orientované na vyuZzivanie zivych organizmov a ich Casti pre
vysoko intenzivnu a opakovatelnu vyrobu potravin alebo
modifikaciu produktov Zivocichov na Specifické pouzitie.
Poznatky o lokalizacii a efektoch Specifickych génov, ktoré
V uplynulych rokoch progresivne narastali, maji vyznam z
hladiska kvality produkcie, resp. dalSich uzitkovych
charakteristik hospodarskych zvierat. Vic¢Sina vlastnosti
vratane ekonomicky vyznamnych, ako je napr. produkcia
misa a vajec, je kodovana viacerymi génmi. Preto finalny
efekt mdéze byt rozdielny podla identity individualneho
Specifického génu. Doélezita je analyza uzitkovosti u rodicov
a potomkov a ich vzajomné vztahy (Bulla, 2003).
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genotyp. Obezita nasledkom prejedania je jednoznacne
nasledok exogénneho faktora.

Za fyziologickych podmienok tukové tkanivo
predstavuje asi 1% z hmotnosti tela. Tento stav je
udrziavany prisnymi regulatnymi mechanizmami.
Nadmerny prijem potravy je signalom pre mozog,
znizuje sa chut’ do jedla a zvySuje sa utilizacia energie.
Tento mechanizmus posobi ako pomaly dlhodoby
feedbackovy mechanizmus (Dridi et al., 2000).

Bez ohladu na to, o ktory mechanizmus regulécie ide,
je isté, Zze bod citlivosti systému (set point) a jeho
nastavena hladina urCuju telesnii hmotnost. Genetické
(segregacné) experimenty ukazali, Ze obezita je
regulovana niekol’kymi hlavnymi génmi. Pokial
0 centralnom riadeni chuti do jedla a prijmu potravy boli
dokazy, periférny clanok feedbackového mechanizmu
bol nezndmy. Leptinovy gén bol identifikovany v roku
1994 pomocou pozi¢ného klonovania (Zhang et al.,
1994).

Jeho mutaza sa poklada za podklad fenotypu extrémnej
obezity a neplodnosti. Vad§ina vyskumu, ktory
nasledoval
po objaveni tohto hormdnu, sa zameral na ulohu leptinu
v regulacii telesnej hmotnosti, s cielom objasnenia
patofyziologie obezity. Mnoho vysledkov vyskumu
poukazuje na to, ze leptin nie je dolezity len v regulécii
prijmu potravy a energetickej rovnovahy, ale plni tiez
funkciu ako metabolicky a neuroendokrinny hormon.
(Dridi et al., 2000).

Bola vyklonovani a sekvenovana kuracia leptinova
cDNA, ktora je viac ako na 90 % identickd s murinovym
leptinom a viac ako na 80 % identicka s vdcSinou inych
znamych leptinovych sekvencii. NavySe cDNA leptinu
morky bola taktiez vyklonovana a sekvenovana
aukazuje velmi vysoki podobnost so sekvenciami
kuracieho leptinu. Kuraci leptin ma 145 aminokyselin
V porovnani so 146 aminokyselinami u cicavéich druhov
(Taouis et al., 1998; Ashwell et al., 1999).

Dalsia unikétna $truktirna érta kuracieho leptinu je, Ze
V porovnani s cicavéim leptinom obsahuje neparovany
cytozin v pozicii 3 originalnej cDNA (bez signalneho
peptidu) (Dridi et al., 2000).

Leptinové receptory patria do triedy I cytokinovej
receptorovej rodiny. Hoci bolo najdenych Sest’ izoforiem
leptinového receptora, doteraz su zname iba dve, Co je
davané do suvislosti s intracelularnou signalizaciou.
Najdlhsia izoforma (ObRb) plna  spdsobilost’
signalizacie (Eisenberg et al., 2004).

Analyzy naznacuju, ze Strukturna funkcia receptora
existuje konstruktivne ako DIMER v plazmatickej
membrane. Kazdy receptor dimérového paru sa
reverzibilne viaze k jednej molekule leptinu. Pri viazani,
signalne drahy st zodpovedné za zaliatok aktivacie
receptorov  spojenych Janus kindzou 2 (JAK2)
a fosforylacie tyrozinu dvoch kliCovych zvySkov na
intracelularnu ¢ast’ receptora (Bahrenberg et al., 2002).

Osobitny vyznam pre narastanie ucinku leptinu je
naviazanie molekul leptinu na jeho najdlhSie izoformy
receptora aktivovanymi radom intracelularnych signalov
po JAK2 aktivacii, ktoré boli spojené s celym radom
biologickych akcii roznych tkaniv. Expresie dvoch
najdlhsich izoforiem leptinového receptora (ObRa
a ObRb) sa zdaju byt pritom vo vsetkych cicavcich

tkanivach, aj ked ODbRDb je najviac exprimovany iba
v hypotalame (Hekerman et al., 2005).

Celkova strata funkcie mutacii v izoforme leptinového
receptora ObRb sa zda byt vzacna v l'udskej populécii, ale
polymorfizmy v oblasti génu, ktoré koéduji extracelularne
domény receptora nie su nezvycajné, asu spojené
s priberanim telesnej hmotnosti a adipocytmi (Banks et al.,
2000).

Cielom tejto prace bolo  detegovat  expresiu
extracelularneho leptinového receptora na zaklade analyzy
cDNA u findlneho vykrmového typu brojlerovych kurciat
COBB 500.

Dalsim cielom bolo zamerat’ sa na rozlozenie tkanivovej
expresie receptora pre leptin vo vybranych organoch
brojlerovych kur¢iat.

MATERIAL A METODY

Analyzy sme vykonali na vzorkach, ktoré sme ziskali zo
skupinového experimentu s brojlerovymi kurcatami. Tento
experiment bol situovany na farme s halou uréenou pre chov
24 000 kusov brojlerovych kuréiat ur¢enych
na produkciu misa. Na detekciu leptinového receptora sme
pouzili vzorky tkaniv atuku brojlerovych  kuréiat
COBB 500. Kurcata boli chované v hale na hlbokej
podstielke s dodrzanym odporucaného svetelného rezimu. V
experimente bola pouzitd vlastna technoldogia kifmenia
a napajania. Pokusna skupina bola zlozena zo 100 kusov
brojlerovych kurciat, z ktorych sme vybrali 5 kusov
rovnakej telesnej hmotnosti. Tieto brojlerové kurcata boli
pouzité ako reprezentativne vzorky, z ktorych sme pouzili
vnatorné organy a tuk na analyzy. RNA sme vyizolovali z
rozdrvenych Casti tkaniv srdca, sleziny, peCene a extra-
celularneho tuku pomocou SV Total RNA Isolation System
Trial Size kit. RNA bola prepisana reverznou transkriptdzou
pomocou jednokrokového - cDNA syntetizacného kitu
(Amersham) s nahodnymi hexamérmi ako primermi.
Reakéna zmes pre PCR obsahovala c¢cDNA, 1,80 mM
MgCl2, 0,25 mM dNTPs mix. Boli pouzité primery, ktorymi
sme analyzovali identifikaciu extracelularneho receptora
0,20 pmol.ul™ CASSY- F marker 5-GTC CAC GAG ATT
CAT CCC AG-3' a 0,20 pmol.ul* CASSY - R marker 5'-
CCT GAG ATG CAG AGA TGC TC-3' (Cassy et al.,
2004). Dalej boli pouzité primery pre pozitivnu kontrolu
kvality izolovanej RNA a priebehu reverznej transkripcie
pre glyceraldehyd-3-fosfatat dehydrogenazu (GAPDH)
GAPDH-F marker 5'-GTGTTATCATCTCAGCTCCCT
CAG amarker GAPDH-R 5'AAAGGTGGAAGAATGG
CTGTCACC (Liu et al., 2006). Dalsimi zlozkami boli
0,80 U GoTaq HotStar Polymeraza doplnené bidestilovanou
vodou do objemu 30 pl. Zmes obsahovala tlmivy roztok
GoTaq green pufor 5x (Promega, Medison USA)
a amplifikdcia prebehla v termalnom cykléri (PTC-150
MiniCycler™, Research, Watertown USA). Postup PCR
reakcie bol nasledovny: PCR cyklus zacéinal pre-
denaturéciou pri teplote 94 °C po dobu 4 minut. Nasledne
bolo zopakovanych 30 cyklov obsahujucich denaturaciu pri
teplote 94 °C  po dobu 40 sekand a predlzovanie pri teplote
72 °C po dobu 1 minuty. Findlne predlzovanie fragmentov
prebiehalo pri teplote 72 °C po dobu 7 minut.
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Obrazok1 Vykrmovy typ brojlerovych
COBB500, Foto: Mrazova (2011)
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Obrazok 2 Expresia leptinového receptora v organoch
a tuku vykrmového typu kur¢iat COBB500

Zamerom nasho experimentu bolo optimalizovat
metodiku na sledovanie expresie extracelularneho

Nitho
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M-hmotnostn marker, draby: 1,5- thanivo stdea, 2,6- thanivo sleziny, 3,7- thauivo pedens,
4.8- thavivo tukw, drdhy 1, 2, 3, 4- thaniv organoy a tuk Jouréiat kimenyeh silicard, dvihy
5,6, 7,8 thanivd orginov a tuku kontroly, fragment 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8- fragment CASSY,

leptinového receptora na aviarnom modele. Pouzili sme
vzorky organov kuréiat a tuku ktoré boli kimené silicami
a taktiez vzorky organov a tuku od kurciat z kontrolnej
skupiny. V priebehu experimentu sa nam uspesne
podarilo vyizolovatt RNA zo srdca, sleziny, pecene
a vnutrotelového tuku. Ziskana celkova RNA po
reverznej transkripcii na cDNA predstavovala templat
ktory sme pouzili na identifikaciu zvoleného leptinového
receptora. Ako vyplyva zobrazku 2, vo vsetkych
analyzovanych organoch sa nam podarilo vyizolovat
celkova RNA, ktora pri naslednej reverznej transkripcii
a PCR reakcii s pouzitim primérovych parov CASSY-F
a CASSY-R umoznili vznik fragmentov 1, 2, 3, 4,5, 6, 7
a 8. Ako naznaCuje draha ¢islo 4, najmensi obsah
izolovanej RNA bol dosiahnuty vo vnutrotelovom tuku,
ktory sme ziskali z kurciat kfmenych silicami, a draha
¢islo 8, ktory sme ziskali od kur¢iat ktoré sme zobrali
z kontrolnej  skupiny. M-predstavujic markéry na
identifikaciu extracelularneho lelptinového receptora.
V nasom experimente sme pouzili hmotnostny marker
o0 velkosti 100 bp. Zaujimavé vysledky ponuka draha
Cislo 4, ktora by mala poukazovat na pritomnost
leptinového receptora vo vnitro telovom tuku. V tejto

dréhe sa nachadzal fragment, ktory svojou diZkou
nezodpovedal olakavanej dizke fragmentu ohrani¢eného
navrhnutymi primérmi (CASSY-F a CASSY-R — 273bp), ale
bol kratsi ako kontrolny fragment GAPDH s dizkou 533bp.
Z uvedené¢ho vyplyva, Ze pouzitim primérov a postupov
popisanych v metodike prace je mozné pozorovat’ expresiu
extracelularneho leptinového  receptora  u hybridu
COBB 500. V tkanive srdca, sleziny a pecene je pozorovany
leptinovy receptor exprimovany v oakavanych mnozstvach.
V tkanive vnutro telového tuku sa RNA javi ako skratena, ¢o
by mohlo byt zapri¢inené alternetivnym zostrihom molekuly
(splicing). Ked'ze finalny vykrmovy typ brojlerovych kur¢iat
hybrid COBB 500 je dlhodobo $lachteny so zameranim
na zniZovanie obsahu vnutrotelového tuku a zvySovanie
objemu prsnej svaloviny, budeme sa tejto problematike
venovat’ viac.

ZAVER

V naSom experimente sa ndm uspes$ne podarilo vyizolovat’
celkovli RNA z tkaniv organov ako srdce, slezina, pedefi,
a vnutrotelovy tuk. V tkanivach srdca, sleziny, peCene pri
pomerne vysokej koncentracii celkovej cDNA vo vzorke sa
dizka fragmentu extracelularneho leptinového receptora
nachadza v oCakavanych mnozstvach. Vo vnutro telovom
tuku na pritomnost leptinového receptora poukazal
fragment, ktory svojou dizkou nezodpovedal o&akavanej
dizke fragmentu ohrani¢eného navrhnutymi primermi. Dalej
sme zistili, Ze pouzitim primeru a popisanych postupov je
mozné pozorovat expresiu extracelularneho leptinového
receptora U vykrmového typu brojlerovych  kurciat
COBB 500. V tkanive vnutrotelového tuku sa RNA nasla
v skratenej forme. Tejto problematike sa budeme nadalej
venovat'.
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