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Summary

Growth hormone (GH) plays a central role in the regulation of growth and 
metabolism in animals and in humans. At the tissue levels, the pleiotropic ac­
tions of GH are mediated through their cell-surface receptor - GHR, The GHR 
belongs to the hematopoietic receptor superfamily. In mammals, GHR is the 
product of a single gene. In all studied, species GHR gene characterizes a com­
plex structure of exon 1, coding for the 5’-untraslated region (5’-UTR). Several 
transcripts from the GHR gene were found differing by the presence of various 
length 5’-UTRs, resulting from the alternative splicing of the exon 1 fragments 
to a common splice site located 11-bp in the human and in bovine GHR gene 
exon 2. Numerous nucleotide sequence polymorphisms were found in the hu­
man GHR gene; some of them, those associated to GH resistance, were identi­
fied as the causative mutations of growth retardation, e.g. Larons syndrome. In 
farm animals, genes coding for GH and GHR are obvious candidates for quantita­
tive trait markers. Several polymorphic sites have been identified in the bovine 
GHR gene. At least in two cases, an association was reported between GHR gene 
polymorphism and performance traits. Detection of additional polymorphisms is 
necessary to help investigating the role of GHR variation in the production 
traits of the cattle. This article includes a review of literature on structure, func­
tion and polymorphism within GHR gene. Also, there are mentioned new data 
concerning the polymorphism recently identified by authors in the bovine GHR 
gene.
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1. Wstęp

Wytwarzany w przednim płacie przysadki hormon wzrostu (GH) jest niezbędny 
do postnatalnego wzrostu i regulacji metabolizmu lipidów, węglowodanów i białek 
u zwierząt i człowieka. Na poziomie komórkowym to plejotropowe działanie hor­
monu wzrostu jest wynikiem interakcji pomiędzy hormonem i jego receptorem (1). 
Receptor hormonu wzrostu (GHR) należy do rodziny receptorów cytokinowych, do 
której należą także receptory prolaktyny, hematopoetyny, erytropoetyny, trombo- 
poetyny, interferonów, interleukin i inne. Receptory te charakteryzują się obecnoś­
cią pojedynczej domeny transbłonowej (2). Chociaż same nie mają aktywności kina- 
zowej, są ściśle związane i współdziałają z kinazą tyrozynową JAK. W czasie aktywa­
cji, po połączeniu z ligandem, fosforylacji ulegają zarówno receptor jak i kinaza JAK. 
Zaktywowana kinaza fosforyluje różne przekaźniki wewnątrzkomórkowe (2-4). 
W przypadku receptora GH jest to przede wszystkim czynnik transkrypcyjny STAT5 
(signal transducer and activator of transcription 5), który pośredniczy w działaniu GH 
na ekspresję genów.

U myszy knock-out genu receptora GH, kodującego także rozpuszczalne białko 
wiążące GH (GHBP), prowadzi do poważnych zaburzeń w rozrodzie, chociaż zarów­
no samce jak i samice są płodne. Brak receptora GH prowadzi do powstania pełnej 
oporności na działanie GH, co objawia się m.in. zanikiem receptorów GH w wątro­
bie, wzrostem poziomu GH we krwi obwodowej i redukcją poziomu insulinopodob- 
nego czynnika wzrostu-! (IGF-1) w plazmie krwi (5).

Największy poziom ekspresji GHR wykryto w wątrobie, tkance tłuszczowej i ner­
kach; w mniejszym stopniu ekspresja zachodzi w innych tkankach i narządach; 
w mięśniach, płucach, gruczole mlekowym, łożysku (6-8). W wątrobie GHR pośred­
niczy w działaniu GH na syntezę i sekrecję lGF-1, regulatora wzrostu i przebiegu licz­
nych procesów metabolicznych (5,9). W innych tkankach GHR pośredniczy w dzia­
łaniu GH na proliferację i różnicowanie komórek (10-13). Chociaż ekspresja GHR 
wzrasta gwałtownie w okresie postnatalnym (8), funkcjonalny GHR wykryto także 
we wczesnych zarodkach (14) i płodach (15,16), co sugeruje rolę GH/GHR w czasie 
embriogenezy (17).

Białko wiążące hormon wzrostu (GHBP), rozpuszczalna forma receptora GH, od­
powiada zewnątrzkomórkowej, wiążącej hormon, domenie receptora GH, i jest pro­
duktem tego samego genu, chociaż u różnych gatunków powstaje w różny sposób 
(18,19). GHBP znaleziono u wielu kręgowców - od ryb do człowieka (20-25). U ssa­
ków (oprócz gryzoni), a także u kur, wytwarzanie GHBP polega na proteolitycznym 
rozpadzie białka GHR o pełnej długości (18,26-29). Natomiast u gryzoni, różne for­
my mRNA, kodujące GHR i GHBP, powstają przez alternatywne składanie (splicing) 
wspólnego podstawowego transkryptu (30-35). Jednak u jednego gatunku - małpy 
makaka - wykryto oba sposoby powstania GHBP - przez proteolizę białka i przez al­
ternatywne składanie mRNA (36). Proces proteolizy GHR, prowadzący do odrzucenia 
znacznej części cząsteczki białka, nazywa się w języku angielskim shedding. Rolę
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„sheddazy” GHBP prawdopodobnie pełni metaloproteaza TACE, białko transbłono- 
we należące do podrodziny ADAM (a disintegrin and metalloprotease) z rodziny ada- 
malizyn (37,38).

Chociaż fizjologiczna rola GHBP nie jest w pełni znana, ewolucyjny konserwa­
tyzm tych białek, a także istnienie dwóch różnych mechanizmów jego wytwarzania, 
wskazują na ich ważną rolę w działaniu GH. Stanowią one m.in. rezerwuar GH w pla­
zmie krwi, gdzie GHBP występuje w kompleksie z GH (19). Białko wiążące chroni GH 
przed degradacją, przedłuża okres jego rozpadu (39,40). GHBP może także działać 
jako modulator/inhibitor działania GH na poziomie tkankowym, tworząc nieproduk­
tywne heterodimery GHR-GHBP, niezdolne do przekazywania sygnału (41). Wresz­
cie, powstawanie GHBP z GHR przez proteolizę, może być mechanizmem regulacji 
poziomu GHR i usuwania jego nadmiaru (37).

U człowieka wykryto także 2 krótkie, związane z błoną komórkową, izoformy re­
ceptora GH (42-45). Jednak zawsze najobficiej występującą formą jest GHR o pełnej 
długości. Skrócona forma, pozbawiona 97,5^ domeny wewnątrzkomórkowej (GHRtr, 
truncated) powstaje przez alternatywne składanie mRNA. Chociaż zawartość GHRtr 
w wątrobie jest mała w stosunku do GHR, białko wiążące GH (GHBP) powstaje w więk­
szym stopniu z izoformy GHRtr, niż z GHR o normalnej długości (28,46-48). W tkan­
ce tłuszczowej ekspresja obydwu form receptora zachodzi na podobnym poziomie 
(45).

Znana jest sekwencja aminokwasowa białka GHR piętnastu gatunków ssaków, 
w tym człowieka, królika (18), myszy (31), szczura (8,30), bydła (49), owcy (50), świni 
(51), makaka (36) i pawiana (52); a także ptaków: kury (53), gołębia (54), gadów (55), 
płazów (56), ryb (57-59). Średnio białko to składa się z 620 aminokwasów, ale 
dokładna ich liczba jest uzależniona od gatunku. GHR człowieka zawiera 638 ami­
nokwasów (włączając w to peptyd sygnałowy o długości 18 aminokwasów) i składa 
się z domeny zewnątrzkomórkowej, wiążącej hormon (246 aminokwasów), domeny 
transbłonowej (24 aminokwasy), i domeny wewnątrzkomórkowej zbudowanej z 350 
aminokwasów (18). Strukturalnie domena zewnątrzkomórkowa jest podzielona na 
dwie subdomeny typu „sandwich” (domena 1, aminokwasy 1-123; domena 2, amino­
kwasy 128-238), połączonych ze sobą przez 4 aminokwasy (60).

Chociaż sekwencja aminokwasowa białka GHR różni się pomiędzy gatunkami, są 
w nim regiony wysokokonserwatywne (2,61). To są 4 reszty cysteinowe w domenie 
zewnątrzkomórkowej uczestniczące w formowaniu mostków disiarczkowych; mo­
tyw typu WSX’WS (Trp, Ser, X^ Trp, Ser) w proksymalnej części tej domeny, mający 
decydujące znaczenie dla wiązania ligandu. W białku GHR ssaków sekwencja tego 
motywu jest YX^X’FS (u człowieka - YGEFS). W domenie wewnątrzkomórkowej 
znajduje się region bogaty w prolinę - tzw. Boxl (u ssaków jest to sekwencja 
ILPPVPVP), niezbędny do wiązania i aktywacji kinazy tyrozynowej JAK2; mniej kon­
serwatywny region Box2, zbudowany z 15 aminokwasów, położony jest w odle-

X - oznacza jakikolwiek aminokwas.
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Domena
zewnątrzkomórkowa

Człowiek
Makak
Królik
Świnia
Owca
Bydło
Mysz
Szczur
Kura

%■ transbłonowa

246
246
246
246 
242 
242 
249
247 
221

24

- wewnątrzkomórkowa

Człowiek
Makak
Królik
Świnia
Owca
Bydło
Mysz
Szczur
Kura

350
350
350
349
350 
350 
353 
349 
347

Rys. 1. Struktura receptora GH róż­
nych gatunków zwierząt. Zaznaczono: licz­
bę aminokwasów w domenach - zewnątrz- 
komórkowej, transblonowej i wewnątrzko­
mórkowej - różnych gatunków ssaków 
i kury. cc - reszty cysteinowe tworzące 
mostki disiarczkowe; ® - miejsca fosfo­
rylacji; motyw WSXWS, mający decydujące 
znaczenie dla wiązania ligandu; Boxl, re­
gion bogaty na prolinę, niezbędny do wiąza­
nia i aktywacji kinazy tyrozynowej JAK2; 
Box2, niezbędny do przekazywania syg­
nału GH.

głości 30 aminokwasów od sekwencji Boxl. W wyniku delecji lub mutacji w obrębie 
tego regionu aktywacja kinazy JAK i dalsze przekazywanie sygnału GH nie następu­
je. Także w tej domenie znajdują się reszty tyrozynowe mające podstawowe znacze­
nie dla przekazywania sygnału przez czynnik transkrypcyjny STAT5.

Na rysunku 1 przedstawiono strukturę białka GHR, zaznaczając długość domeny 
zewnątrz- i wewnątrzkomórkowej u różnych gatunków zwierząt i człowieka.

Za pomocą analizy northern blot stwierdzono, że podstawowy mRNA, kodujący 
receptor GH o pełnej długości, zbudowany jest z 4600 nukleotydów (nt), chociaż 
długość transkryptu różni się nieco u różnych gatunków (tab. 1).

Najmniejszą ze zbadanych cząsteczkę mRNA GHR (3900 nt) ma mysz (31); naj­
większą (5000 nt) - makak (36). W tabeli 1 porównano rozmiary transkryptów GHR 
dziewięciu gatunków ssaków. U wszystkich tych gatunków podstawowy transkrypt 
GHR jest ponad dwukrotnie dłuższy niż minimalny, o długości 1900 nt, niezbędny 
do kodowania cząsteczki białka receptora o długości 640 aminokwasów. Ten „nad­
miar" długości mRNA wynika z obecności w mRNA nie ulegającego translacji rejonu
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3’-UTR {untranslated region) o długości około 2000 nt (18). Chociaż dokładna funkcja 
tak długiego rejonu 3’-UTR w transkryptach GHR nie została zbadana, uważa się, że 
ma on prawdopodobnie wpływ na tempo degradacji mRNA, a także na inicjację 
translacji (62,63).

Tabela 1

Długość transkryptów GHR różnych gatunków ssaków (wg Edens i Talamantes (35); uzupełnione)

Struktura, funkcja i polimorfizm genu receptora hormonu wzrostu zwierząt i człowieka

Gatunek
Długość podstawowego 

transkryptu GHR 
(tys. nt)

Transkrypty GHR o innej 
długości 
(tys. nt)

Literatura

karaś złocisty b.d. 2,5 (58)
kura 4,6 4,0; 3,2; 2,1; 1,7; 0,8 (27,53,64,65)
mysz 4,0 8,0^ 1,3 (66,67)
szczur 4,6 2,6; 1,2 (30,68,69)
królik 4,7 3,1; 1,8 (18,70)
świnka morska b.d. 1,9 (71)
owca 4,5 8,1^; 5,5^ 2,5; 1,8 (15,27,72,73)
bydło 4,5 (49)
Świnia 4,5 (27)
makak 5,0 2,8; 1,7 (36)
człowiek 4,7 2,8 (18,74)

“ transkrypty znalezione tylko w okresie ciąży; b.d. - brak danych

2. Struktura genów GHR

Receptor GH człowieka - i wszystkich zbadanych dotychczas pod tym wzglę­
dem gatunków zwierząt - kodowany jest przez pojedynczy gen. U człowieka gen 
ten znajduje się w chromosomie 5pl3.1-12 (18,75,76), u bydła w chromosomie 
20 (77), u owcy - w chromosomie 16 (78), a u kury w płciowym chromosomie 
Z (53). Sklonowano region kodujący genu GHR człowieka (76,79), kury (80) i myszy 
(32,81,82). Znana już jest także sekwencja nukleotydowa regionu kodującego genu 
GHR niektórych gatunków ryb (57), płazów (56) i gadów (55). Ogólna organizacja 
genu GHR jest typowa dla genów receptorów cytokinowych.

Na rysunku 2 pokazano strukturę genów GHR człowieka, myszy i bydła. Wspólną 
cechą genu GHR wszystkich zbadanych gatunków jest obecność kilku eksonów 1, 
których transkrypty ulegają alternatywnemu składaniu, łącząc się z transkryptem 
drugiego eksonu (35). W obrębie eksonu 2 znajduje się kodon inicjacji translacji 
ATG. Powstałe w ten sposób fragmenty mRNA uważa się za alternatywne warianty 
eksonu pierwszego. Ponieważ ekson pierwszy i pierwsze 11 nukleotydów eksonu 
drugiego kodują region 5’-UTR mRNA (nie podlegający translacji), niezależnie od 
tego, jaki fragment eksonu pierwszego znajduje się w transkrypcie, sekwencja ami- 
nokwasowa białka nie ulega zmianie. Innymi słowy, wszystkie warianty mRNA, 
będące produktami transkrypcji różnych wariantów eksonu 1, kodują to samo
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Sekwencja sygnałowa, 
kodon ATG

Rys. 2. Struktura genów receptora GH człowieka, myszy i bydła. Zaznaczono: podobieństwo se­
kwencji (homologię) eksonów; alternatywne eksony 1, kodujące różne warianty 5’-UTR mRNA; eksony 
kodujące domeny zewnątrzkomórkową, transbłonową i wewnątrzkomórkową GHR, oraz kodujące do­
menę hydrofiłową białka wiążącego GH (GHBP). W regionie 5’ genu GHR bydła znana jest tyko lokaliza­
cja eksonów IB, IG i lA eksonu 1. Pozycja alternatywnych eksonów ID, lE, IF, IG, 1H i li nie została 
dotychczas określona (*). Siedem z 8 alternatywnych eksonów 1 w genie GHR człowieka jest zgrupowa­
nych w postaci dwóch modułów (moduły A i B) o różniących się wzorach ekspresji.

białko. Miejsce składania transkryptów wszystkich wariantów eksonu 1 i eksonu 2 
jest wspólne i znajduje się 9-11 nt powyżej kodonu inicjacji translacji ATG. Chociaż 
liczba eksonów kodujących 5’-UTR jest odmienna u różnych gatunków, pozycja 
miejsca składania w stosunku do kodonu ATG jest stała (1).

W przeprowadzonej u człowieka analizie końca 5’ mRNA GHR, wykonanej meto­
dami RT-PCR i następnie sekwencjonowania produktu, wykazano istnienie 9 róż­
niących się eksonów kodujących 5’-UTR (VI-V9). Sklonowano 40 Kpz regionu odpo­
wiadającego 5’-UTR ludzkiego genu GHR i precyzyjnie zmapowano wszystkie wa­
rianty 5’-UTR. Ciekawym aspektem budowy regionu 5’-flankujacego genu GHR 
człowieka jest aranżacja siedmiu eksonów do dwóch modułów o różniących się 
wzorach ekspresji. Eksony V2, V9 i V3, zlokalizowane w module A o długości 
1,6 Kpz i leżącym 36 Kpz powyżej eksonu drugiego, wykazują ekspresję zarówno 
w tkankach zarodkowych jak i postnatalnych. Eksony V7, VI, V4 i V8 są zgrupowane 
w liczącym 2 Kpz module B, leżącym 18 Kpz powyżej eksonu drugiego, i wykazują 
ekspresję tylko w postnatalnej wątrobie. Wariant V6 znajduje się pomiędzy mo­
dułami A i B, natomiast V5 leży bezpośrednio przed eksonem 2. Długość regionu 
ludzkiego genu GHR kodującego 5’-UTR wynosi około 40 Kpz (83).

Za alternatywnymi wariantami eksonu 1 znajduje się 9 eksonów kodujących białko 
(eksony 2-10). U człowieka ekson 2 koduje końcowe 11 pz rejonu 5’-UTR, sygnałową
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sekwencję 18 aminokwasów, i pierwsze 5 aminokwasów domeny zewnątrzkomórko- 
wej, wiążącej hormon. Eksony 3-7 kodują większość domeny wiążącej hormon. Ekson 
8 koduje końcowe 3 aminokwasy domeny wiążącej hormon oraz 24-aminokwasową 
hydrofobową domenę transblonową. Eksony 9 i 10 razem kodują pozostałe 346 ami­
nokwasów domeny wewnątrzkomórkowej. Ekson 10 koduje także 2-Kpz 3’-UTR mRNA. 
Całkowita długość części kodującej genu GHR człowieka wynosi 87 Kpz (35,76).

Różne warianty mRNA powstałe w drodze alternatywnego składania wykryto 
także dla regionów kodujących genu GHR. Istnienie różnych klonów cDNA genu 
GHR człowieka, świadczy o różnicach w obrębie regionu kodującego genu. Po raz 
pierwszy donieśli o tym Godowski i wsp. (76). Opisali oni trzy izoformy ludzkiego 
receptora hormonu wzrostu. Pierwsza, GHRfl - receptor o pełnej długości (fu//) jest 
kodowana przez eksony 2-10 genu GHR. Druga forma, GHRd3, - powstaje na skutek 
utraty 66 nukleotydów eksonu trzeciego. W tej formie receptora brakuje 22 amino­
kwasów domeny zewnątrzkomórkowej i wykazuje ona mniejsze powinowactwo do 
hormonu wzrostu (84). Trzecia forma, GHRtr (truncated) powstaje przez alternatyw­
ne składanie, którego skutkiem jest utrata 26 nukleotydów w eksonie dziewiątym. 
Wynikiem tego jest pojawienie kodonu stop w pozycji 280, co prowadzi do utraty 
97,5% domeny wewnątrzkomórkowej receptora (28). Dla tej formy GHR wykryto 
zwiększoną zdolność generacji rozpuszczalnego GHBP w tkankach człowieka (46).

Przez długi czas powstanie izoformy GHRd3 tłumaczono alternatywnym składa­
niem pierwotnego transkryptu, w wyniku którego mogła powstawać izoforma GHRfl, 
o pełnej długości, albo izoforma z delecją eksonu 3 - GHRd3 (84). Jednak w póź­
niejszych badaniach Pantel i wsp. (44) wykazali, że ta druga forma powstaje w spo­
sób inny niż alternatywne składanie. Ekson 3 genu GHR człowieka jest otoczony 
przez 2 elementy powtarzalne o długości 251 pz, o charakterze LTR (long terminal re­
peats). Te elementy znajdują się 577 pz powyżej i 1821 pz poniżej eksonu 3 w orien­
tacji przeciwległej do transkrypcji genu GHR; wykazują one między sobą 99^ podo­
bieństwa i składają się z fragmentu LTR o długości 171 pz pochodzącego z retrowi- 
rusa (human endogenous retrovirus), należącego do rodziny HERV-P, i sekwencji po­
wtarzalnej typu MER4 o długości 80 pz. Delecja eksonu 3 zachodzi w wyniku homo­
logicznej rekombinacji pomiędzy obiema sekwencjami LTR. Istnieją dwa allele genu 
GHR człowieka. Allel GHRfl zawiera normalny ekson 2 razem z dwoma flankującymi 
elementami typu „retro”, allel GHRd3 zawiera tylko 1 „retroelement” i nie ma w nim 
eksonu 3. W zbadanej populacji 150 osób, 58% było homozygotami GHRfl, 9% - ho- 
mozygotami GHRd3, i 33% było heterozygotami GHRfl/GHRd3. W ten sposób, u czło­
wieka izoforma GHRd3 powstaje w wyniku transkrypcji allelu GHRd3, a pełna forma 
GHR - w wyniku transkrypcji allelu GHRfl. Powstanie izoformy GHRd3 w wyniku 
delecji fragmentu genu, a nie alternatywnego składania transkryptu, potwierdzono 
także w badaniach Seidel i wsp. (85).

Obecność powtarzalnych „retroelementów” w regionie eksonu 3 genu GHR ba­
dano także u innych gatunków, jednak podobne sekwencje pochodzące z retrowiru- 
sów, flankujące ekson 3, wykryto tylko u małp człekokształtnych.
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U myszy zidentyfikowano 5 różnych 5’-UTR genu GHR, określane jako LI, L2, L3, 
L4 i L5 (1,86). Dwa różne warianty UTR byty niezależnie opisane przez Moffart i wsp. 
(86), Menon i wsp. (1) i nazwane jako L5, chociaż oba te warianty różnią się między 
sobą. Ekson L5 opisany przez Moffart i wsp. znajduje się bezpośrednio poniżej ek- 
sonu L4, natomiast wariant L5 opisany przez Menon i wsp. leży kilka tysięcy par za­
sad niżej, w kierunku 3’, bezpośrednio przed eksonem 2. Ten zidentyfikowany póź­
niej wariant L5 oznaczyliśmy jako L5’. Warianty LI, L2, L5’ są homologiczne odpo­
wiednio do VI, V2, V5 człowieka (1). Pomiędzy wariantem L3 myszy i wariantem V9 
człowieka stwierdzono 62% podobieństwa sekwencji nukleotydów, pomiędzy wa­
riantami L2 i V2 - 84%, wariantami LI i VI - 83%, a wariantami L’5 i V5 - 65% (83). 
W odległości 480 pz powyżej miejsca startu transkrypcji eksonu L2 myszy leży ele­
ment LlNE-1 o długości 320 pz (87). Tak jak u człowieka, wariant L5’ 5’-UTR znajduje 
się bezpośrednio przed eksonem 2; forma mRNA zawierająca L5’ stanowi 5-15% 
ogólnej liczby transkryptów GHR w różnych tkankach myszy (1).

W genie GHR myszy, za alternatywnym eksonem 1 znajduje się jedenaście ekso- 
nów kodujących: eksony 2-4, ekson 4B, eksony 5-7, ekson 8A, eksony 8-10. Dziewięć 
z nich (eksony 2-10) jest podobnych pod względem rozmiarów i sekwencji do odpo­
wiednich eksonów genu GHR człowieka. Tak na przykład, ekson 8, zarówno u czło­
wieka jak i u myszy koduje 24-aminokwasową domenę transbłonową białka GHR, 
ostatnie 3 aminokwasy domeny zewnątrzkomórkowej i pierwsze 4 aminokwasy do­
meny wewnątrzkomórkowej. Eksony 4B i 8A myszy nie mają swoich odpowiedni­
ków w ludzkim genie GHR. Ekson 4B koduje u myszy 8-aminokwasowy segment do­
meny zewnątrzkomórkowej. Pozostałe gatunki, których sekwencja genu GHR jest 
znana, łącznie ze szczurem, nie mają tego eksonu (35,87).

Ekson 8A koduje hydrofllowy „ogon” GHBP i 3’-UTR jego mRNA, i także nie ma 
odpowiednika w ludzkim genie GHR. Mieści się on w segmencie o długości 2 Kpz, 
rozdzielającym eksony 7 i 8. Eksony 7, 8A i 8 mogą ulegać alternatywnemu składa­
niu, tworząc transkrypty GHR i GHBP. Przy składaniu, którego wynikiem jest po­
łączenie transkryptów kodowanych przez eksony 7 i 8A, powstaje mRNA o długości 
1200 nt, kodujące GHBP, natomiast składanie transkryptów eksonu 7 i 8 prowadzi 
do powstania mRNA o długości 4000 nt kodujące GHR (35,87).

U szczura wykryto 5 wariantów pierwszego eksonu - GHR 1-5 (88). Podobnie 
jak u myszy, eksony 7, 8A i 8 mogą ulegać alternatywnemu składaniu, tworząc tran­
skrypty GHR i GHBP (87).

U bydła wykryto 9 wariantów 5’-UTR mRNA - 1A - 11. Ekspresję wariantu 1F wy­
kryto w tkance mięśniowej i w wątrobie płodu, wariantów IB, 1C, IH, 11 - w róż­
nych tkankach, włączając w to mięśnie i wątrobę, wariantu lA - tylko w wątrobie 
dorosłych zwierząt. Warianty lA, IB i 1C są głównymi wariantami mRNA GHR bydła, 
podczas gdy warianty ID, lE, IF, IG, IH i 11, stanowią tylko 10% ogólnej puli mRNA 
(89). Ekson lAjest homologiem ludzkiego VI (87% podobieństwa), LI myszy i GHRl 
szczura (65%), lA owcy (97%) (90); ekson IB jest homologiem eksonu V2 człowieka 
(82%), L2 myszy, GHR2 szczura i IB owcy (83). Ekson 1C bydła jest homologiem ek-
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Rys. 3. Alternatywne składanie fragmentów eksonu 1 genu GHR bydła, prowadzące do powstania 
wariantów mRNA różniących się długością 5’-UTR. Transkrypty eksonów lA, IB i 1C ulegają alternatyw­
nemu składaniu łącząc się z transkryptem drugiego eksonu, w obrębie którego znajduje się kodon ini­
cjacji translacji ATG. Każdy z alternatywnych eksonów 1 poprzedzony jest swoim promotorem - PI, P2 
i P3. Na rysunku zaznaczono sekwencje regulatorowe cis znalezione w poszczególnych promotorach 
i czynniki transkrypcyjne, które wiążą się z tymi sekwencjami. Promotor P2, w którym nie znaleziono 
dotychczas miejsc wiązania czynników transkrypcyjnych, działa przypuszczalnie jako enhancer dla pro­
motora P3.

sonu GHR4 szczura i L4 myszy, do których wykazuje 1A% podobieństwa (83). Dla po­
zostałych wariantów bydlęcego eksonu pierwszego homologów u innych gatunków 
nie znaleziono. Na ogół, nomenklatura wariantów 5’-UTR genu GHR odpowiada ko­
lejności ich identyfikowania u odpowiednich gatunków i nie jest związana z pozycją 
w genie. U bydła, eksony lA, IB, 1C mają odpowiednio promotory - PI, P2, P3 
(17). Bezpośrednio przed promotorem PI leży element powtarzalny typu LlNE-1
0 długości 1206 pz, ale u Sos indicus (91) i u niektórych osobników Bos taurus (Maj
1 Zwierzchowski, nie publikowane), ten element nie występuje.

U bydła transkrypt 1A jest główną formą mRNA GHR. jest najobficiej reprezento­
wanym wariantem mRNA GHR w wątrobie, a jego poziom jest wysoko skorelowany 
z poziomem IGF-1 we krwi w różnych warunkach fizjologicznych. Miejsce startu 
transkrypcji bydlęcego eksonu lA znajduje się 19 pz poniżej TATA-box, podobnie 
jak u owcy, myszy i człowieka. Za eksonem 1 znajduje się 9 eksonów kodujących 
eksony 2-10 (92).

Schemat alternatywnego składania wariantów eksonu 1 w genie GHR bydła po­
kazano na rysunku 3.
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Struktura genu GHR owcy jest bardzo podobna do struktury genu bydlęcego. 
U owcy wykryto dotychczas 2 warianty 5’-UTR - lA i IB (50,93), homologiczne do 
odpowiednich lA i IB bydła. Analiza komputerowa w programie BLAST sekwencji 
GHR bydła i owcy powyżej i poniżej eksonu lA umożliwiła wykrycie regionów wyka­
zujących 74-83% homologii do eksonów V7, V4, V8 człowieka, co sugeruje, że odpo­
wiedniki eksonów V7, V4, V8 mogą istnieć u tych gatunków (83).

Gen GHR kury został częściowo zsekwencjonowany (80). W porównaniu z gena­
mi ssaków, ma on stosunkowo krótkie introny, natomiast struktura eksonów jest 
podobna jak w genie człowieka. Eksony genu GHR kury zostały ponumerowane od­
powiednio do homologicznych eksonów genu GHR człowieka, jednak ekson 3 ludz­
kiego genu nie ma odpowiednika w genie kury. U kury bezpośrednio za eksonem 
drugim znajduje się ekson czwarty. W przeprowadzonych badaniach ludzkiego 
genu GHR i receptora GH wykazano, że aminokwasy kodowane przez ekson 3 nie są 
niezbędne dla wiązania hormonu wzrostu (44). W transkryptach genu GHR kury zna­
leziono dwa warianty 5’-UTR.

W wątrobie jednego ze zbadanych pod tym względem gatunku ryb - turbota, 
stwierdzono mRNA GHR o długości 1,038 nt (57). Białko kodowane przez to mRNA 
składa się z 346 aminokwasów i ma charakterystyczną budowę: hydrofobową dome­
nę transbłonową z 24 aminokwasów, domenę zewnątrzkomórkową z 252 amino­
kwasów, motywy wewnątrzkomórkowe Box 1 i Box2. Budowa GHR ryb, analogiczna 
do budowy GHR ssaków, wskazuje na to, że mechanizmy przekazywania sygnału 
GHR przez aktywację kinaz tyrozynowych JAK są konserwatywne i zachowały się 
w drodze ewolucji kręgowców.

3. Regulacja ekspresji genu GHR

Ekspresja genu GHR podlega regulacji w trakcie ontogenezy. U większości ssa­
ków jego ekspresja jest bardzo mała w tkankach płodowych, wzrasta znacznie po 
porodzie, szczególnie w wątrobie, i osiąga maksimum podczas ciąży. Ekspresję 
genu GHR regulują także hormony - GH i steroidy oraz poziom żywienia (94). Nie­
dożywienie wywołuje z reguły stan oporności na GH, z czym wiąże się wzrost stęże­
nia GH we krwi i spadek stężenia lGF-1. jednak pierwotną przyczyną tych zmian jest 
zmniejszenie liczby receptorów GH w wątrobie, przypuszczalnie spowodowany 
mniejszym niż normalny poziomem ekspresji genu GHR. Zmniejszenie ekspresji 
i mniejszą aktywność receptorów GH w wątrobie obserwowano także u ludzi cho­
rych na typ 1 cukrzycy (zależnej od insuliny) i u zwierząt z doświadczalnie wywołaną 
cukrzycą. Także i w tym przypadku zmniejszenie liczby receptorów wiązało się 
z opornością na GH.

Wspomniano już, że u bydła i owcy ekspresja genu GHR pod kontrolą promotora 
PI zachodzi specyficznie w wątrobie; tylko w wątrobie znajdowano transkrypty 
GHR z 5’-UTR lA (50). W przeciwieństwie do promotora P2, który nie zawiera
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TATA-box, w promotorze PI leżącym przed eksonem lA, w pozycji -35 (owca) i -19 
(bydło), znajduje się typowa sekwencja TATA-box. W promotorze PI w genie GHR 
owcy zidentyfikowano miejsca wiązania czynników transkrypcyjnych występujących 
głównie w wątrobie, m.in. cztery miejsca C/EBP, dwa miejsca GRE, wiążące receptor 
dla glikokortykoidów, a także miejsce wiązania dla HNF-5. Sekwencja regionu 5’ 
genu GHR bydła jest bardzo podobna do odpowiedniej sekwencji genu owcy. Dlate­
go uważa się, że eksony lA i IB w genie GHR owcy są funkcjonalnymi odpowiedni­
kami eksonów lA i IB bydła, i że poprzedzające je promotory PI i P2 mogą zawierać 
podobne miejsca regulatorowe (rys. 3). Stosując metodę footprint zidentyfikowano 
w bydlęcym promotorze PI potencjalne miejsca wiązania czynnika transkrypyjnego 
HNF-4, występującego głównie w wątrobie. W przeprowadzonej analizie EMSA {elec- 
tromobility shift assay) i supershift potwierdzono wiązanie HNF-4 z ekstraktów białek 
bydlęcej wątroby z odpowiednim fragmentem promotora PI (95). Rolę czynnika 
HNF-4 potwierdzono także transfekując różne linie komórkowe wektorami ekspre­
syjnymi z sekwencjami HNF-4 i konstrukcjami genowymi z promotorem PI; nadeks- 
presja HNF-4 znacznie zwiększała ekspresję genów reporterowych przyłączonych 
do promotora PI. Na działanie HNF-4 nie reagował promotor PI ze zmutowanym 
miejscem wiązania tego czynnika. Dlatego autorzy sugerują, że czynnik HNF-4 może 
pełnić rolę regulatora ekspresji genu GHR w wątrobie bydła podczas rozwoju, pod 
działaniem hormonów lub czynników żywieniowych. Z jego obecnością związana 
jest także specyficzna dla wątroby ekspresja wariantu lA mRNA GHR. Promotor PI 
zawiera także potencjalne miejsca wiązania czynnika G/EBP (CCAAT/enhancer binding 
protein), jednak w tym przypadku, także stosując metody EMSA i supershift nie udało 
się, jak dotąd, potwierdzić doświadczalnie roli białek C/EBP a lub P jako czynników 
regulujących ekspresję genu GHR w wątrobie bydła. Miejsca regulatorowe CCAAT 
(C/EBP), GRE zlokalizowano także w promotorach LI myszy i GHRl szczura, bę­
dących odpowiednikami promotora PI u owcy i bydła (94). Wykazano wiązanie 
czynników transkrypcyjnych MSY-1 i NF-Y do sekwencji CCAAT, zlokalizowanej 
w mysim genie GHR w pozycji -350 od miejsca inicjacji transkrypcji mRNA LI. Se­
kwencja ta jest odpowiednikiem sekwencji CCAAT znalezionej w pozycji -510 w pro­
motorze PI genu GHR owcy.

W przeciwieństwie do mRNA GHR lA, którego transkrypcja pod kontrolą promo­
tora PI zachodzi niemal wyłącznie w wątrobie, forma mRNA z 5’-UTR IB występuje 
w wielu tkankach, co sugeruje jego regulację przez powszechnie występujące 
(ubiquitous) czynniki transkrypcyjne. W badaniach przeprowadzonych na promoto­
rze P2 genu GHR myszy (96), owcy (97) i bydła (98) wykazano obecność funkcjonal­
nych miejsc wiążących dla czynnika SPl. Czynnik ten reguluje aktywność promotora 
P2 wiążąc się z sekwencją GGGCGG (GC-box) w regionie proksymalnym promotora 
P2. Mysi promotor L2 zawiera funkcjonalne miejsce wiązania czynników transkryp­
cyjnych SPl i SP3, co potwierdzono doświadczalnie testem ekspresji genu lucyfera- 
zy (luc) połączonego z promotorem L2 ze zmutowanym miejscem wiązania czynnika 
SPl (96). W przeciwieństwie do mysiego promotora L2 i owczego P2, u bydła ten re­
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gion nie wiąże czynnika SP3 (98). Autorzy sugerują, że u bydła to właśnie czynnik 
SPł warunkuje ekspresję GHR IB w różnych tkankach. Na podstawie delecji regionu 
GC-box w promotorze P2 wykazano, że czynnik SPl Jest ważnym, ałe nie Jedynym 
regulatorem ekspresji wariantu IB mRNA. W dalszych badaniach wskazuje się na 
rolę różnych czynników wiążących się z sekwencją CCAAT-box, takich Jak CTF/NF-1, 
NF-Y, YB-1 (92), co Jednak wymaga potwierdzenia doświadczalnego. W genie GH 
owcy region leżący bezpośrednio przed eksonem IB (promotor P2) zawiera sekwen­
cje regulatorowe - CCAAT-box i GC-box, wiążące powszechnie występujące czyn­
niki transkrypcyjne CTF i SPl. Metodą EMSA wykazano obecność co najmniej czte­
rech potencjalnych miejsc wiązania czynników SPl i SP3; mutacja tych miejsc w róż­
nym stopniu zmniejszała ekspresję połączonego z promotorem P2 genu reportero- 
wego luc w transfekowanych komórkach CFIO (97). W tym regionie znajdują się po­
nadto potencjalne inne miejsca regulatorowe, takie Jak E-box (miejsce wiązania dla 
specyficznego dla komórek mięśniowych czynnika MyoD), i miejsce wiązania czyn­
nika C/EBP (35).

Najmniej wiadomo o mechanizmach regulacji ekspresji genu GHR bydła rozpo­
czynającej się od eksonu 1C, kierowanej przez promotor P3. Promotor P3 Jest boga­
ty w powtórzenia GC i, podobnie Jak P2, nie zawiera sekwencji TATA-box. W tym 
promotorze nie zidentyfikowano. Jak dotąd, żadnych miejsc wiązania czynników 
transkrypcyjnych. Ponieważ promotor P3 Jest położony tylko 700 pz „poniżej” pro­
motora P2, możliwe, że oba korzystają z tych samych elementów regulatorowych, 
i że promotor P2 może funkcjonować Jako enhancer dla P3 (92).

4. Polimorfizm genu GHR

Polimorfizm genów wynika ze zmian sekwencji nukleotydowych powstałych 
w trakcie ewolucji w drodze mutacji DNA. Są to na ogół podstawienia nukleotydów 
- transwersje i tranzycje, a także delecje lub insercje Jednego lub kilku nukleoty­
dów. Niektóre mutacje genu receptora hormonu wzrostu mogą spowodować nega­
tywne zmiany w Jego zdolności do przekazywania sygnału GH. Osobniki z takimi 
mutacjami mają normalny poziom hormonu wzrostu we krwi, ale zaburzenia w prze­
kazywaniu sygnału są powodem zmniejszonej masy ciała, zredukowanego wzrostu 
kości; u ludzi i zwierząt towarzyszy temu także opóźnione dojrzewanie płciowe 
(99-101), a u ptaków zmniejszona produkcja i Jakość JaJ (102,103). U ssaków te za­
burzenia procesów wzrostu osobników opornych na hormon wzrostu (związanej 
z mutacjami genu GHR) nazywają się karłowatością (zespołem) Larona (LS), a u pta­
ków karłowatością związaną z płcią (sex linked dwarfizm, SLD) (53,99,102,104-106). 
Wiadomo obecnie, że w obu przypadkach przyczyny wystąpienia karłowatości są 
niejednorodne: są one wynikiem różnych delecji lub mutacji punktowych, zmniej­
szających ekspresję genu GHR, lub mutacji powodujących zaburzenia wiązania li- 
gandu, dimeryzacji receptora, czy przekazywania sygnału (53,64,80,107-109).
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U człowieka opisano różne typy polimorfizmu genu GHR, w tym pojedyncze sub­
stytucje nukleotydów w eksonach 6 i 10, a także w obrębie intronu znajdującego się 
pomiędzy eksonami 9 i 10 (18,110-113). Żaden z tych polimorfizmów nie jest skore­
lowany z zaburzeniami wzrostu człowieka. Hadjiyannakis (114) wykrył w drodze se- 
kwencjonowania polimorficzne mikrosatełitarne powtórzenie GT, leżące w obrębie 
regionu 5’-flankującego genu GHR, 87 pz powyżej miejsca startu transkrypcji ekso- 
nu V9. Zidentyfikowano 13 allełi o liczbie powtórzeń GT od 19 do 32. U japończy­
ków, w domenie wewnątrzkomórkowej genu GHR zidentyfikowano mutację typu 
missense, oznaczoną jako C422F, nie mającą jednak wpływu na przekazywanie sy­
gnału GH (115).

Po raz pierwszy o mutacjach w genie GHR człowieka, związanych z LS donieśli 
w roku 1989 Godowski i wsp. (76). Dotyczyło to delecji w eksonach 3, 5, 6 i 4. Do dzi­
siaj wykryto w ludzkim genie GHR ponad 30 różnego typu mutacji wywołujących zabu­
rzenia procesów wzrostu. Są to różnorodne mutacje: typu nonsense (116,117) lub mis­
sense (116,117), dełecje eksonów (76,118), delecje dinukleotydowe (119,120), mutacje 
zmieniające ramkę odczytu (117,121), lub wywołujące zaburzenia składania mRNA 
(116,117,122-125). Przeważająca większość wykrytych mutacji znajduje się w dome­
nie zewnątrzkomórkowej, głównie w eksonach 4 (117,119,126,127) i 6 (122,128-132). 
Nieliczne mutacje wykryto w domenie transbłonowej (121) i wewnątrzkomórkowej 
(125,132-134). U pacjentów chorych na LS mutacje te mogą występować zarówno 
w układzie homozygotycznym jak i heterozygotycznym. Na przykład mutacje opisane 
przez Ayłing i wsp. (123), lida i wsp. (125), występujące tylko w stanie heterozygotycz­
nym, wywołują efekt dominujący negatywny. Przyczyną takiego efektu jest to, że zmu­
towany receptor tworzy heterodimery z normalną, niezmutowaną formą receptora, 
działając jako inhibitor. Mutacje genu GHR mogą mieć różnorodny wpływ na funkcję 
receptora: wpływ na wiązanie ligandu (127,132), na dimeryzację receptora (128), oraz 
na dalsze przekazywanie sygnału (128). W roku 2002 Quinteiro i wsp. (135) opisali mu­
tację polegającą na transwersji A/T w kodonie ATG eksonu 2, która anuluje sygnał ini­
cjacji translacji. Mutacje wykryte w regionie kodującym genu GHR człowieka zazna­
czono schematycznie na rysunku 4.

W populacji kur z SLD (sex linked dwarfizni) wykryto substytucję T/C w pozycji 370 
genu GHR, która powoduje zamianę fenyloałaniny na serynę w pozycji 112 białka, 
w domenie zewnątrzkomórkowej receptora. U człowieka, królika i szczura w tej po­
zycji znajduje się fenyloalanina, co może sugerować znaczenie tego aminokwasu dla 
normalnej funkcji GHR. Niewykluczone, że u kur mutacja ta może zmniejszać zdol­
ność do wiązania się GH z receptorem (53,136). Agarwal i wsp. (80) wykryli u kur, 
obciążonych SLD, mutację polegającą na delecji 1773 pz na 3’ końcu genu GHR. Wy­
nikiem tej mutacji jest zmiana ramki odczytu prowadzącej do substytucji 27 konser­
watywnych aminokwasów i dodania 26 nowych aminokwasów na końcu 3’ białka. 
U kur leghorn wykryto substytucje G/C w pozycji 186 i 187 genu GHR. Mutacje te 
powodują podstawienia aminokwasów - asparagina/łeucyna i łizyna/walina w do­
menie zewnątrzkomórkowej receptora (136,137). U białych leghornów znaleziono
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f
118 Delega 2pz zmiana ramki odczytu 

162 Delecja C zmiana ramki odczytu 

166 T/A C38S mutacja "missense'

173 C/T S40L mutacja "missense'

202 T/C W50R mutacja "missense'

197 C/T Q65X mutacja "nonsense'

Delecja 1,2 kpz brak eksonu 5

G/A W80X mutacja "nonsense" 

T/C F/96S mutacja "missense"

C/A 

484 G/A

- G/C

- T/C

- A/C

- T/G 

525 G/A

mutacja "missense" 

mutacja "missense" 

mutaqa "missense" 

mutacja "missense" 

mutacja "missense" 

mutacja "missense" 

mutacja "nonsense"

Defekt składania mRNA

Defekt składania mRNA

A/G Y208C mutacja "missense"

723 C/T G223G Defekt składania mRNA

724 G/T E224X mutacja "nonsense"

G/A D244N mutaqa "missense"

981 Delecja T zmiana ramki odczytu 

C/A P561T mutacja "missense"

I Delecja 13 pz Zmiana ramki odczytu

-1 G/T brak eksonu 8

-1 G/C brak eksonu 8

Rys. 4. Polimorfizm regionu kodującego genu GHR człowieka. Zaznaczono pozycję mutacji (tam 
gdzie jest znana), rodzaj mutacji, symbol mutacji, oraz jej wpływ na ekspresję genu GHR. Ciemniejszym 
kolorem zaznaczono eksony, jaśniejszym - introny. Wykonany na podstawie danych zebranych z róż­
nych publikacji (101,116-135).

polimorfizm typu RFLP {restriction fragment length polymorphism) w intronie 2 genu 
GHR. Po trawieniu enzymem restrykcyjnym Hind\l\ odpowiedniego fragmentu DNA 
zidentyfikowano 2 allele - H+ i H'. Znaleziono korelacje pomiędzy wykrytymi alle- 
lami w locus GHR i masą ciała młodych ptaków, a także wiekiem znoszenia pierwsze­
go jaja. Osobniki z allelem H' charakteryzowały się mniejszą masą ciała i później za­
czynały się nieść (138).

W eksonie 10 genu GHR lokalnej chińskiej rasy kur (native Chinese chickens) wykry­
to polimorfizm RFLP po trawieniu enzymem restrykcyjnym A/ul. Stwierdzono, że ten 
polimorfizm polega na substytucji G/A 924 pz poniżej kodonu ATG, startu translacji 
mRNA. Ta substytucja nukleotydów nie powoduje zmiany sekwencji aminokwasów 
w kodowanym białku (139).

Większość doniesień o polimorfizmie genu GHR bydła dotyczy regionu 5’-fłan- 
kującego, znajdującego się powyżej eksonu lA, a także eksonu 10 razem z regio­
nem 3’-flankującym (rys. 5). Polimorficzne mikrosatelitarne powtórzenie dinukleoty- 
du GT zidentyfikowano w obrębie promotora PI eksonu lA, 90 pz powyżej miejsca 
startu transkrypcji (91,140). Wykryto 5 alleli z liczbą powtórzeń GT - 11, 16, 17, 18
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i 20. Zaobserwowano, że liczba powtórzeń GT jest skorelowana z brakiem lub 
z obecnością powtarzalnego elementu LINE-1 (retrotransposon) o długości 1,2 Kpz 
powyżej promotora PI. Wykryto, że krótki allel z 11 powtórzeniami występuje 
u osobników należących do Bos indicus, które nie mają LlNE-1. Osobniki z liczbą po­
wtórzeń 16, 17, 18 i 20 (długie allele), należące do Bos taurus, miały element LlNE-1 
w regionie 5’-flankującym genu GHR. Analizując 64 buhaje rasy angus znaleziono 
6 osobników heterozygotycznych, które miały krótki allel 11-pz i jeden z długich al- 
leli. Stwierdzono, że osobniki homozygotyczne z jednym z długich alleli GHR miały, 
w porównaniu do osobników heterozygotycznych, średnio większą masę ciała (140).

W przeprowadzonej przez nas za pomocą komputerowego programu Repeat- 
-Masker analizie regionu 5’-flankującego genu GHR bydła także wykazano obecność 
retrotransposonu - ełementu powtarzalnego typu LlNE-1. Porównując sekwencję 
tego regionu z sekwencjami znajdującymi się w bazie Rep-Base Update, version 7.4; 
([141]; http://www.girinst.org) potwierdzono obecność elementu LlNE-1 o długości 
1160 pz, położonego 512 pz powyżej miejsca startu transkrypcji exonu lA. Obec­
ność elementów LlNE-1 o znacznym podobieństwie sekwencji stwierdzono także 
w innych genach bydła: genie trypsynogenu (1059 pz; 95% podobieństwa do LINE-1 
genu GHR), genie lizozymu (1042 pz; 94^ podobieństwa), i pseudogenie a-laktoal- 
buminy (968 pz; 96% podobieństwa). Rzeczywista długość elementu LlNE-1 w genie 
GHR bydła to 1206 pz. Na jego końcach 5’ i 3’ znaleziono dodatkowe sekwencje nu- 
kleotydów, odpowiednio - TuCCAA i TC3AGAAGT4A3. Ponadto, na obu końcach 
elementu LINE-1 znaleziono powtórzone 11-nukleotydowe sekwencje TSD (target 
site duplications; (142)).

Trzy miejsca polimorficzne w regionie 5’-flankującym genu GHR bydła, rozpo­
znawane przez enzymy restrykcyjne A/ul, AccI i Stu\ opisali Aggrey i wsp. (143). Se- 
kwencjonując różne warianty DNA wykazano, że polimorfizm ten wynika, odpo­
wiednio, z podstawień nukleotydów - A/T w pozycji -1177, C/T (-887) i C/T (-226). 
Polimorfizm wykrywalny przez enzym restrykcyjny Alu\ był u bydła skorelowany 
z cechami mleczności (143,144). W przeprowadzonej przez nas analizie polimorficz- 
nego regionu 5’ genu GHR bydła za pomocą programu komputerowego Repeat-Mas­
ker wykazano, ze miejsca polimorficzne dla A/ul i Acd znajdują się w obrębie ele­
mentu powtarzalnego LINE-1, powyżej promotora PI. Trzeci opisany przez Aggrey 
i wsp. (143) polimorfizm RFLP, rozpoznawany przez Stul znajduje się w promotorze 
PI. Podobnie, substytucja A/G, rozpoznawalna przez enzym restrykcyjny Nsi\, wykry­
ta przez Ge i wsp. (145; GenBank AFl26288), jest zlokalizowana w promotorze PI, 
-154 nukleotydów przed miejscem inicjacji transkrypcji.

W obrębie elementu LINE-1, przez trawienie enzymem Fnu4HI, zidentyfikowaliś­
my nowy polimorfizm typu RFLP (146). W wyniku sekwencjonowania polimorficzne- 
go fragmentu wykazano, że jest to substytucja C/T w pozycji -1104 genu GHR. Ta 
substytucja jest także rozpoznawana przez enzym Tsel.

Gen GHR bydła okazał się także polimorficzny pod względem obecności lub bra­
ku elementu LlNE-1. Osobniki ras bydła pochodzących od zebu (Bos indicus) nie po­
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siadają tego retrotranspozonu w regionie promotorowym (91). U wszystkich osob­
ników bydła domowego (Bos taurus) stwierdzano dotychczas tylko „długą” formę 
genu GHR, z elementem LlNE-1 poprzedzającym promotor PI. W naszych badaniach 
wykazano jednak, że także u bydła domowego spotyka się osobniki z delecją 
LlNE-1. Z analizowanych przez nas 251 zwierząt różnych ras, u 3 krów rasy czerwo­
na polska i 2 rasy białogrzbietka (polskie lokalne rasy) element LlNE-1 występował 
tylko na jednej nici DNA (w stanie heterozygotycznym). Występowaniu elementu 
LINE towarzyszy także substytucja C/T w pozycji -262 (140); u bydła, B. indicus (bez 
elementu LINE) w tym miejscu znajduje się tymina, zaś u bydła B. taurus (z LINE-1) - 
cytozyna. Co ciekawe, w naszych badaniach wykazano, że osobniki należące do ga­
tunku B. taurus, heterozygotyczne pod względem obecności LlNE-1, są także hetero- 
zygotyczne pod względem substytucji nukleotydów w pozycji -262. Substytucja ta 
jest rozpoznawana przez enzym restrykcyjny Sai/961 (Maj i Zwierzchowski, nie pu­
blikowane). Dlatego, przeprowadzono porównawczą analizę tego regionu genu 
CHR u bydła europejskiego (B. taurus) i u pochodzącego od B. indicus bydła nguni. 
U wszystkich przebadanych dotychczas ras bydła europejskiego delecję LlNEl 
stwierdziliśmy tylko u przedstawicieli polskich lokalnych ras - czerwonej polskiej 
i rasy nadwiślańskiej (białogrzbietka). Ponadto, te osobniki posiadały w regionie 
promotorowym genu CHR mutacje (substytucje nukleotydów) typowe dla genomu 
B. indicus. Z sześciu zbadanych próbek DNA bydła nguni w dwóch wykryto delecję 
w układzie homozygotycznym, a cztery były heterozygotami. We wstępnych bada­
niach wykazano obecność podobnego haplotypu (delecja LlNE-1 i mutacje) u żubra 
(Bison bonasus). Przeprowadzono sekwencjonowanie regionu flankującego 5’ genu 
CHR żubra, obejmującego ekson lA i promotor PI (CenBank, AY243962). Stwier­
dzono znaczne podobieństwo (98,6%) do odpowiedniej sekwencji genu CHR bydła; 
na około 410 nukleotydów tylko 2 były inne niż w DNA u bydła czerwonego polskie­
go z delecją LlNE-1 ([146]; Maj i Zwierzchowski, dane nie publikowane).

Obecność lub brak elementu LlNEl, a także specyficzne substytucje nukleoty­
dów w regionie 5’ wskazują na istnienie dwóch haplotypów genu CHR - typowego 
dla B. taurus lub B. indicus. W naszych badaniach wykazano, że haplotyp indicus spo­
tyka się także (w formie heterozygotycznej) u przedstawicieli bydła europejskiego. 
Istnieją doniesienia wskazujące na wpływ genotypu taurus i indicus na cechy produk­
cyjne. Lagziel i wsp. (147) wykazali, że obecność sekwencji typu indicus w genie hor­
monu wzrostu (CH) europejskiego bydła jest dodatnio skorelowana ze stężeniem 
białka w mleku. Autorzy sugerują, że w przypadku niektórych loci haplotyp indicus 
mógłby służyć do doskonalenia bydła europejskiego B. taurus. Z kolei Hale i wsp. 
(140) donoszą, że typ indicus powtórzeń dinukleotydu TC w genie CHR (11 lub mniej 
powtórzeń), spotykany u około 5% bydła aberdeen angus, niekorzystnie wpływa na 
tempo wzrostu. W porównawczych badaniach różnych gatunków Bovidoe prześle­
dzono występowanie tej delecji element u LlNE-1 u różnych ras bydła europejskiego 
i zebu, a także u spokrewnionych z bydłem gatunków rodziny Bovidae, m.in. żub­
rów, jaków, bawołów, owiec i kóz. Pozwoliłoby to ustalić na jakim etapie ewolucji
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parzystokopytnych powstał haplotyp charakterystyczny dla B. taurus i czy, jak przy­
puszczamy pierwotna forma genu GHR była bez elementu LlNE-1, a Jego insercja 
nastąpiła przy wyodrębnieniu się gatunku B. taurus. Ze względu na przytoczone do­
niesienia o wpływie haplotypów taurus i indicus na produkcyjność zwierząt, takie ba­
dania mogą mieć nie tylko poznawczy charakter.

Analizowano także polimorfizm regionu kodującego genu GHR bydła. Najwięcej 
badań prowadzono na eksonie 10, przypuszczalnie, dlatego że sekwencja tego 
właśnie eksonu jest dostępna w bazie GenBank. Co ciekawe, region genu GHR bydła 
okazał się bardzo polimorficzny. Cztery podstawienia pojedynczych nukleotydów 
(SNP; single nucleotide polymorphism) wykryto sekwencjonując 450-nukleotydowy 
fragment eksonu 10 genu GHR bydła ([148], GenBank AF140284). Okazało się, że 
zmiana sekwencji nukleotydów umożliwia identyfikację tych miejsc polimorficznych 
metodą RFLP. Są to: substytucja C/T (rozpoznawalna przez enzym Maell), A/G {Nar\), 
C/T (N/olll) i A/G (A/i/l). Dwie z tych mutacji zmieniają ramkę odczytu mRNA i sekwen­
cję aminokwasów w białku. Podstawienie A->G (Narl) zmienia kodon ACC (kodujący 
Thr) na GCC (kodujący Ala), a drugie podstawienie /VG (A/ul) - kodon AGC (ko­
dujący Ser) na GUC (kodujący Gly). Pozostałe tranzycje są nieme - nie mają wpływu 
na sekwencję aminokwasów w białku.

W wyniku sekwencjonowania u Bos indicus 528-nukleotydowego fragmentu te­
goż eksonu 10 genu GHR wykryto 10 mutacji (Schneider i wsp., GenBank AY053520 
- GenBank AY053545). Są to tranzycje T/C w pozycjach 41, 149, 169,229,310,379, 
512, 516 i /VG w pozycjach 52, 73 (numeracja na podstawie sekwencji GenBank - 
AF140284).

Fragment eksonu 10 zawierający 30 pz sekwencji kodującej i 273 pz regionu 
3’-flankującego został zbadany przez Moisio i wsp. (149). Znaleziono 3 warianty ge­
netyczne różniące się długością regionu 3’-flankującego (GHR311, GHR320 i GHR325). 
Wszystkie te warianty zostały zsekwencjonowane. Wykryto, że w porównaniu z se­
kwencją cDNA, opublikowaną przez Hauser i wsp. (49) wszystkie zawierały insercję 
8 pz (TGTTG/\AA). U osobników z wariantem GHR320 występowała ponadto delecja 
5 par zasad (ATATT), a u osobników GHR320 i GHR325 - insercja 14 par zasad 
(TTAGTGGCAGT/\AT). Wykryto także transwersję C/G w pozycji 703 (numeracja - 
wg GenBank AFl40284).

Falaki i wsp. (150) donieśli o wykryciu polimorfizmu RFLP-Tuąl w obrębie se­
kwencji genu GHR kodującej wewnątrzkomórkową, C-końcową część receptora. 
U włoskiego bydła holsztyńsko-fryzyjskiego opisano 9 różnych alleli genu GHR; poli­
morfizm ten miał znaczący wpływ na cechy mleczności. Blott i wsp. (151) wykryli 
w regionie genu GHR kodującym domenę transbłonową receptora mutację, skut­
kiem której jest substytucja aminokwasów F/Y. Mutacja ta miała wpływ na cechy 
mleczności bydła.
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5. Podsumowanie

Hormon wzrostu (GH) jest regulatorem postnatalnego wzrostu, metabolizmu li­
pidów, węglowodanów i białek u zwierząt i człowieka. Na poziomie komórkowym 
działanie hormonu wzrostu jest wynikiem interakcji pomiędzy hormonem i jego re­
ceptorem. Receptor hormonu wzrostu (GHR) należy do rodziny receptorów cytoki- 
nowych. Receptory te charakteryzują się obecnością pojedynczej domeny trans- 
błonowej. GHR jest kodowany przez pojedynczy gen, który charakteryzuje się skom­
plikowaną budową eksonu 1, kodującego fragment mRNA nie podlegający translacji 
- 5’-UTR. U wszystkich zbadanych gatunków zwierząt znaleziono kilka transkryp- 
tów genu GHR, różniących się długością fragmentu 5’-UTR. Powstają one na drodze 
alternatywnego składania transkryptów eksonu 1 do wspólnego miejsca znajdu­
jącego się u człowieka i bydła 11 pz przed kodonem ATG w eksonie 2. W genie GHR 
człowieka znaleziono wiele miejsc polimorficznych, powstałych przez podstawie­
nie, delecję lub insercję nukleotydów. Niektóre z tych mutacji powodują oporność 
na GH i są przyczyną zahamowania wzrostu (np. zespół barona). U zwierząt gospo­
darskich geny GH i GHR kandydują do roli genów markerów związanych z cechami 
tempa wzrostu i mleczności. Co najmniej w trzech przypadkach stwierdzono 
u bydła związek pomiędzy polimorfizmem genu GHR a cechami produkcyjności 
mlecznej. Niemniej jednak, konieczna jest identyfikacja nowych miejsc polimorficz­
nych w genie GHR bydła, świń i innych zwierząt gospodarskich. W artykule tym 
przedstawiono aktualny zakres wiedzy na temat budowy, funkcji oraz polimorfizmu 
w obrębie genu receptora GH. Przedstawiono także najnowsze wyniki badań auto­
rów nad polimorfizmem genu GHR bydła.
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