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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 ! 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. Wstep

Wytwarzany w przednim ptacie przysadki hormon wzrostu (GH) jest niezbedny
do postnatalnego wzrostu i regulacji metabolizmu lipidéw, weglowodanow i biatek
u zwierzat i cztowieka. Na poziomie komérkowym to plejotropowe dziatanie hor-
monu wzrostu jest wynikiem interakcji pomiedzy hormonem i jego receptorem (1).
Receptor hormonu wzrostu (GHR) nalezy do rodziny receptoréw cytokinowych, do
ktérej naleza takze receptory prolaktyny, hematopoetyny, erytropoetyny, trombo-
poetyny, interferonéw, interleukin i inne. Receptory te charakteryzujg sie obecnos-
cig pojedynczej domeny transbtonowej (2). Chociaz same nie majg aktywnosci kina-
zowej, sg Scisle zwigzane i wspdtdziataja z kinazg tyrozynowa JAK. W czasie aktywa-
cji, po potaczeniu z ligandem, fosforylacji ulegajg zaréwno receptor jak i kinaza JAK.
Zaktywowana kinaza fosforyluje rézne przekazniki wewnatrzkomérkowe (2-4).
W przypadku receptora GH jest to przede wszystkim czynnik transkrypcyjny STAT5
(signal transducer and activator of transcription 5), ktéry posredniczy w dziataniu GH
na ekspresje genow.

U myszy knock-out genu receptora GH, kodujacego takze rozpuszczalne biatko
wigzace GH (GHBP), prowadzi do powaznych zaburzen w rozrodzie, chociaz zaréw-
no samce jak i samice sg ptodne. Brak receptora GH prowadzi do powstania petnej
opornosci na dziatanie GH, co objawia sie m.in. zanikiem receptoréw GH w watro-
bie, wzrostem poziomu GH we krwi obwodowej i redukcjg poziomu insulinopodob-
nego czynnika wzrostu-! (IGF-1) w plazmie krwi (5).

Najwiekszy poziom ekspresji GHR wykryto w watrobie, tkance ttuszczowej i ner-
kach; w mniejszym stopniu ekspresja zachodzi w innych tkankach i narzadach;
w miesniach, ptucach, gruczole mlekowym, tozysku (6-8). W watrobie GHR posred-
niczy w dziataniu GH na synteze i sekrecje IGF-1, regulatora wzrostu i przebiegu licz-
nych proceséw metabolicznych (5,9). W innych tkankach GHR posredniczy w dzia-
taniu GH na proliferacje i ro6znicowanie komoérek (10-13). Chociaz ekspresja GHR
wzrasta gwaltownie w okresie postnatalnym (8), funkcjonalny GHR wykryto takze
we wczesnych zarodkach (14) i ptodach (15,16), co sugeruje role GH/GHR w czasie
embriogenezy (17).

Biatko wigzgce hormon wzrostu (GHBP), rozpuszczalna forma receptora GH, od-
powiada zewnagtrzkomorkowej, wigzacej hormon, domenie receptora GH, ijest pro-
duktem tego samego genu, chociaz u r6znych gatunkéw powstaje w rézny sposob
(18,19). GHBP znaleziono u wielu kregowcéw - od ryb do czlowieka (20-25). U ssa-
kéw (oprécz gryzoni), a takze u kur, wytwarzanie GHBP polega na proteolitycznym
rozpadzie biatka GHR o petnej dtugosci (18,26-29). Natomiast u gryzoni, rézne for-
my mRNA, kodujace GHR i GHBP, powstajg przez alternatywne skiladanie (splicing)
wspoélnego podstawowego transkryptu (30-35). Jednak u jednego gatunku - matpy
makaka - wykryto oba sposoby powstania GHBP - przez proteolize biatka i przez al-
ternatywne sktadanie mRNA (36). Proces proteolizy GHR, prowadzacy do odrzucenia
znacznej czesci czasteczki biatka, nazywa sie¢ w jezyku angielskim shedding. Role
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~sheddazy” GHBP prawdopodobnie pelni metaloproteaza TACE, biatko transbtono-
we nalezace do podrodziny ADAM (a disintegrin and metalloprotease) z rodziny ada-
malizyn (37,38).

Chociaz fizjologiczna rola GHBP nie jest w petni znana, ewolucyjny konserwa-
tyzm tych biatek, a takze istnienie dwoch réznych mechanizméw jego wytwarzania,
wskazujg na ich wazng role w dziataniu GH. Stanowig one m.in. rezerwuar GH w pla-
zmie krwi, gdzie GHBP wystepuje w kompleksie z GH (19). Biatko wigzace chroni GH
przed degradacjg, przediuza okres jego rozpadu (39,40). GHBP moze takze dziata¢
jako modulator/inhibitor dziatania GH na poziomie tkankowym, tworzgc nieproduk-
tywne heterodimery GHR-GHBP, niezdolne do przekazywania sygnatu (41). Wresz-
cie, powstawanie GHBP z GHR przez proteolize, moze by¢ mechanizmem regulacji
poziomu GHR i usuwania jego nadmiaru (37).

U czlowieka wykryto takze 2 krotkie, zwigzane z btong komdérkowa, izoformy re-
ceptora GH (42-45). Jednak zawsze najobficiej wystepujacg formg jest GHR o peinej
diugosci. Skrécona forma, pozbawiona 97,5" domeny wewnatrzkomérkowej (GHRitr,
truncated) powstaje przez alternatywne sktadanie mRNA. Chociaz zawarto$¢ GHRtr
w watrobie jest mata w stosunku do GHR, biatko wigzace GH (GHBP) powstaje w wiek-
szym stopniu z izoformy GHRtr, niz z GHR o normalnej diugosci (28,46-48). W tkan-
ce tluszczowej ekspresja obydwu form receptora zachodzi na podobnym poziomie
(45).

Znana jest sekwencja aminokwasowa biatka GHR pietnastu gatunkéw ssakéw,
w tym cztowieka, krolika (18), myszy (31), szczura (8,30), bydta (49), owcy (50), Swini
(51), makaka (36) i pawiana (52); a takze ptakéw: kury (53), gotebia (54), gadéw (55),
ptazéw (56), ryb (57-59). Srednio biatko to skiada sie z 620 aminokwasoéw, ale
dokfadna ich liczba jest uzalezniona od gatunku. GHR cziowieka zawiera 638 ami-
nokwaséw (wlaczajac w to peptyd sygnatowy o diugosci 18 aminokwasow) i sktada
sie z domeny zewnatrzkomoérkowej, wigzgcej hormon (246 aminokwasow), domeny
transbtonowej (24 aminokwasy), i domeny wewngtrzkomorkowej zbudowanej z 350
aminokwasoéw (18). Strukturalnie domena zewnatrzkomérkowa jest podzielona na
dwie subdomeny typu ,sandwich” (domena 1, aminokwasy 1-123; domena 2, amino-
kwasy 128-238), potgczonych ze sobg przez 4 aminokwasy (60).

Chociaz sekwencja aminokwasowa biatka GHR rézni sie pomiedzy gatunkami, sg
w nim regiony wysokokonserwatywne (2,61). To sg 4 reszty cysteinowe w domenie
zewnatrzkomaorkowej uczestniczace w formowaniu mostkéw disiarczkowych; mo-
tyw typu WSX'WS (Trp, Ser, X" Trp, Ser) w proksymalnej czesci tej domeny, majacy
decydujace znaczenie dla wigzania ligandu. W biatku GHR ssakéw sekwencja tego
motywu jest YX*X'FS (u cziowieka - YGEFS). W domenie wewnatrzkomorkowej
znajduje sie region bogaty w proline - tzw. Boxl (u ssakéw jest to sekwencja
ILPPVPVP), niezbedny do wigzania i aktywacji kinazy tyrozynowej JAK2; mniej kon-
serwatywny region Box2, zbudowany z 15 aminokwasow, potozony jest w odle-

X - oznacza jakikolwiek aminokwas.
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Domena
zewngtrzkomorkowa
Cztowiek 246
Makak 246
Krolik 246
Swinia 246
Owca 242
Bydto 242
Mysz 249
Szczur 247
Kura 221
%n transbtonowa
24
- wewnatrzkomérkowa
Cztowiek 350
Makak 350 Rys. 1. Struktura receptora GH roéz-
Krolik 350 nych gatunkéw zwierzat. Zaznaczono: licz-
Swinia 349 be aminokwaséw w domenach - zewnatrz-
Owca 350 komoérkowej, transblonowej i wewnatrzko-
Bydio 350 moérkowej - réznych gatunkéw ssakéw
glzy:zzur 223 i kury. cc - reszty cysteinowe tworzgce
Kura 347 mostki disiarczkowe; ® - miejsca fosfo-

rylacji; motyw WSXWS, majacy decydujace
znaczenie dla wigzania ligandu; Boxl, re-
gion bogaty na proline, niezbedny do wigza-
nia i aktywacji kinazy tyrozynowej JAK2;
Box2, niezbedny do przekazywania syg-
natu GH.

gtosci 30 aminokwaséw od sekwencji Boxl. W wyniku delecji lub mutacji w obrebie
tego regionu aktywacja kinazy JAK i dalsze przekazywanie sygnatu GH nie nastepu-
je. Takze w tej domenie znajdujg sie reszty tyrozynowe majgce podstawowe znacze-
nie dla przekazywania sygnatu przez czynnik transkrypcyjny STATS.

Na rysunku | przedstawiono strukture biatka GHR, zaznaczajgc dtugosé domeny
zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej u réznych gatunkéw zwierzat i cztowieka.

Za pomocg analizy northern blot stwierdzono, ze podstawowy mRNA, kodujgcy
receptor GH o petnej dtugosci, zbudowany jest z 4600 nukleotydéw (nt), chociaz
dlugosc transkryptu rézni sie nieco u réznych gatunkow (tab. 1).

Najmniejszg ze zbadanych czgsteczke mRNA GHR (3900 nt) ma mysz (31); naj-
wiekszg (5000 nt) - makak (36). W tabeli | poréwnano rozmiary transkryptéw GHR
dziewieciu gatunkéw ssakéw. U wszystkich tych gatunkéw podstawowy transkrypt
GHR jest ponad dwukrotnie dtuzszy niz minimalny, o dilugosci 1900 nt, niezbedny
do kodowania czgsteczki biatka receptora o dtugosci 640 aminokwaséw. Ten ,nhad-
miar" diugosci mRNA wynika z obecnosci w mRNA nie ulegajacego translacji rejonu
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3’-UTR {untranslated region) o dtugosci okoto 2000 nt (18). Chociaz dokfadna funkcja
tak dtugiego rejonu 3-UTR w transkryptach GHR nie zostata zbadana, uwaza sie, ze
ma on prawdopodobnie wplyw na tempo degradacji mRNA, a takze na inicjacje
translacji (62,63).

Tabela 1

Diugo$¢ transkryptow GHR réznych gatunkéw ssakéw (wg Edens i Talamantes (35); uzupetnione)

Dtugo$¢ podstawowego Transkrypty GHR o innej
Gatunek transkryptu GHR dtugosci Literatura
(tys. nt) (tys. nt)

kara$ ztocisty b.d. 25 (58)
kura 4,6 4,0; 3,2; 2,1; 17, 0,8 (27,53,64,65)
mysz 4,0 8,00 13 (66,67)
szczur 46 2,6; 1,2 (30,68,69)
krolik 47 31; 18 (18,70)
Swinka morska b.d. 19 (71)
owca 45 8,1n 55" 2,5, 1.8 (15,27,72,73)
bydto 45 (49)
Swinia 45 7
makak 5,0 2,8; 1,7 (36)
cztowiek 4,7 28 (18,74)

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

2. Struktura genéw GHR

Receptor GH cziowieka - i wszystkich zbadanych dotychczas pod tym wzgle-
dem gatunkéw zwierzat - kodowany jest przez pojedynczy gen. U cziowieka gen
ten znajduje sie w chromosomie 5pl3.1-12 (18,75,76), u bydla w chromosomie
20 (77), u owcy - w chromosomie 16 (78), a u kury w piciowym chromosomie
Z (53). Sklonowano region kodujacy genu GHR cztowieka (76,79), kury (80) i myszy
(32,81,82). Znana juz jest takze sekwencja nukleotydowa regionu kodujgcego genu
GHR niektérych gatunkéw ryb (57), ptazéw (56) i gadéw (55). Ogdlna organizacja
genu GHR jest typowa dla genéw receptoréw cytokinowych.

Na rysunku 2 pokazano strukture genéw GHR czlowieka, myszy i bydta. Wspding
cechg genu GHR wszystkich zbadanych gatunkow jest obecnosc kilku eksonow 1,
ktérych transkrypty ulegajg alternatywnemu sktadaniu, taczac sie z transkryptem
drugiego eksonu (35). W obrebie eksonu 2 znajduje sie kodon inicjacji translacji
ATG. Powstate w ten sposéb fragmenty mRNA uwaza sie za alternatywne warianty
eksonu pierwszego. Poniewaz ekson pierwszy i pierwsze 11 nukleotydéw eksonu
drugiego kodujg region 5-UTR mRNA (nie podlegajgcy translacji), niezaleznie od
tego, jaki fragment eksonu pierwszego znajduje sie w transkrypcie, sekwencja ami-
nokwasowa biatka nie ulega zmianie. Innymi stowy, wszystkie warianty mRNA,
bedace produktami transkrypcji réznych wariantéw eksonu 1, kodujg to samo
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Sekwencja sygnatowa,
kodon ATG

Rys. 2. Struktura gendéw receptora GH cztowieka, myszy i bydta. Zaznaczono: podobienstwo se-
kwencji (homologie) eksonéw; alternatywne eksony 1, kodujace rézne warianty 5-UTR mRNA; eksony
kodujace domeny zewnatrzkomoérkowa, transbtonowa i wewnatrzkomoérkowa GHR, oraz kodujace do-
mene hydrofitowa biatka wigzacego GH (GHBP). W regionie 5' genu GHR bydta znana jest tyko lokaliza-
cja eksonéw IB, IG i IA eksonu 1. Pozycja alternatywnych eksonéw ID, IE, IF, IG, 1H i li nie zostata
dotychczas okreslona (*). Siedem z 8 alternatywnych eksonéw | w genie GHR cztowieka jest zgrupowa-
nych w postaci dwéch modutéw (moduty A i B) o réznigcych sie wzorach ekspres;ji.

biatko. Miejsce skladania transkryptow wszystkich wariantéw eksonu | i eksonu 2
jest wspdlne i znajduje sie 9-11 nt powyzej kodonu inicjacji translacji ATG. Chociaz
liczba eksonéw kodujacych 5-UTR jest odmienna u rdéznych gatunkéw, pozycja
miejsca skladania w stosunku do kodonu ATG jest stala (1).

W przeprowadzonej u cztowieka analizie konca 5° mRNA GHR, wykonanej meto-
dami RT-PCR i nastepnie sekwencjonowania produktu, wykazano istnienie 9 roz-
nigcych sie eksonéw kodujgcych 5-UTR (VI-V9). Sklonowano 40 Kpz regionu odpo-
wiadajgcego 5-UTR ludzkiego genu GHR i precyzyjnie zmapowano wszystkie wa-
rianty 5-UTR. Ciekawym aspektem budowy regionu 5'-flankujacego genu GHR
czlowieka jest aranzacja siedmiu eksondéw do dwoch modutdw o rdznigcych sie
wzorach ekspresji. Eksony V2, V9 i V3, zlokalizowane w module A o diugosci
1,6 Kpz i lezagcym 36 Kpz powyzej eksonu drugiego, wykazujga ekspresje zaréwno
w tkankach zarodkowych jak i postnatalnych. Eksony V7, VI, V4 i V8 sg zgrupowane
w liczgcym 2 Kpz module B, lezacym 18 Kpz powyzej eksonu drugiego, i wykazujg
ekspresje tylko w postnatalnej watrobie. Wariant V6 znajduje sie pomiedzy mo-
dutami A i B, natomiast V5 lezy bezposrednio przed eksonem 2. Dtugos¢ regionu
ludzkiego genu GHR kodujacego 5-UTR wynosi okoto 40 Kpz (83).

Za alternatywnymi wariantami eksonu | znajduje sie 9 eksonéw kodujgcych biatko
(eksony 2-10). U cztowieka ekson 2 koduje koricowe 11 pz rejonu 5-UTR, sygnalowg
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sekwencje 18 aminokwasow, i pierwsze 5 aminokwaséw domeny zewnatrzkomorko-
wej, wigzacej hormon. Eksony 3-7 kodujg wiekszos¢ domeny wigzacej hormon. Ekson
8 koduje koricowe 3 aminokwasy domeny wigzgcej hormon oraz 24-aminokwasowg
hydrofobowg domene transblonowg. Eksony 9 i 10 razem kodujg pozostate 346 ami-
nokwaséw domeny wewnatrzkomorkowej. Ekson 10 koduje takze 2-Kpz 3'-UTR mRNA.
Catkowita dtugosc¢ czesci kodujgcej genu GHR cztowieka wynosi 87 Kpz (35,76).

Ro6zne warianty mRNA powstale w drodze alternatywnego skftadania wykryto
takze dla regionéw kodujacych genu GHR. Istnienie r6znych klonéw cDNA genu
GHR czlowieka, $wiadczy o rdéznicach w obrebie regionu kodujacego genu. Po raz
pierwszy doniesli o tym Godowski i wsp. (76). Opisali oni trzy izoformy ludzkiego
receptora hormonu wzrostu. Pierwsza, GHRfl - receptor o petnej dlugosci (fu//) jest
kodowana przez eksony 2-10 genu GHR. Druga forma, GHRd3, - powstaje na skutek
utraty 66 nukleotydéw eksonu trzeciego. W tej formie receptora brakuje 22 amino-
kwaséw domeny zewnatrzkomoérkowej i wykazuje ona mniejsze powinowactwo do
hormonu wzrostu (84). Trzecia forma, GHRIr (truncated) powstaje przez alternatyw-
ne skladanie, ktérego skutkiem jest utrata 26 nukleotydéw w eksonie dziewigtym.
Wynikiem tego jest pojawienie kodonu stop w pozycji 280, co prowadzi do utraty
97,5% domeny wewnatrzkomoérkowe] receptora (28). Dla tej formy GHR wykryto
zwiekszong zdolnos¢ generacji rozpuszczalnego GHBP w tkankach cziowieka (46).

Przez diugi czas powstanie izoformy GHRd3 ttumaczono alternatywnym sktada-
niem pierwotnego transkryptu, w wyniku ktérego mogta powstawaé izoforma GHRfl,
o petnej dtugosci, albo izoforma z delecjg eksonu 3 - GHRd3 (84). Jednak w poz-
niejszych badaniach Pantel i wsp. (44) wykazali, ze ta druga forma powstaje w spo-
s6b inny niz alternatywne skladanie. Ekson 3 genu GHR czlowieka jest otoczony
przez 2 elementy powtarzalne o diugosci 251 pz, o charakterze LTR (long terminal re-
peats). Te elementy znajduja sie 577 pz powyzej i 1821 pz ponizej eksonu 3 w orien-
tacji przeciwlegtej do transkrypcji genu GHR; wykazuja one miedzy soba 99" podo-
bienstwa i sktadajg sie z fragmentu LTR o dtugosci 171 pz pochodzacego z retrowi-
rusa (human endogenous retrovirus), nalezagcego do rodziny HERV-P, i sekwencji po-
wtarzalnej typu MER4 o dtugosci 80 pz. Delecja eksonu 3 zachodzi w wyniku homo-
logicznej rekombinacji pomiedzy obiema sekwencjami LTR. Istniejg dwa allele genu
GHR cziowieka. Allel GHRfl zawiera normalny ekson 2 razem z dwoma flankujgcymi
elementami typu ,retro”, allel GHRd3 zawiera tylko | ,retroelement” i nie ma w nim
eksonu 3. W zbadanej populacji 150 oséb, 58% byto homozygotami GHRfl, 9% - ho-
mozygotami GHRd3, i 33% byto heterozygotami GHRfl/IGHRd3. W ten sposob, u czto-
wieka izoforma GHRd3 powstaje w wyniku transkrypcji allelu GHRd3, a petnha forma
GHR - w wyniku transkrypcji allelu GHRfl. Powstanie izoformy GHRd3 w wyniku
delecji fragmentu genu, a nie alternatywnego skitadania transkryptu, potwierdzono
takze w badaniach Seidel i wsp. (85).

Obecnos¢ powtarzalnych ,retroelementdw” w regionie eksonu 3 genu GHR ba-
dano takze u innych gatunkéw, jednak podobne sekwencje pochodzgce z retrowiru-
sow, flankujgce ekson 3, wykryto tylko u malp cztekoksztattnych.
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U myszy zidentyfikowano 5 réznych 5-UTR genu GHR, okres$lane jako LI, L2, L3,
L4 i L5 (1,86). Dwa rézne warianty UTR byty niezaleznie opisane przez Moffart i wsp.
(86), Menon i wsp. (1) i nazwane jako L5, chociaz oba te warianty r6znig sie miedzy
soba. Ekson L5 opisany przez Moffart i wsp. znajduje sie bezposrednio ponizej ek-
sonu L4, natomiast wariant L5 opisany przez Menon i wsp. lezy kilka tysiecy par za-
sad nizej, w kierunku 3’, bezposrednio przed eksonem 2. Ten zidentyfikowany péz-
niej wariant L5 oznaczyliSmy jako L5. Warianty LI, L2, L5 sa homologiczne odpo-
wiednio do VI, V2, V5 cziowieka (1). Pomiedzy wariantem L3 myszy i wariantem V9
cztowieka stwierdzono 62% podobienstwa sekwencji nukleotydéw, pomiedzy wa-
riantami L2 i V2 - 84%, wariantami LI i VI - 83%, a wariantami L'5 i V5 - 65% (83).
W odlegtosci 480 pz powyzej miejsca startu transkrypcji eksonu L2 myszy lezy ele-
ment LINE-1 o dlugosci 320 pz (87). Takjak u cztowieka, wariant L5' 5'-UTR znajduje
sie bezposrednio przed eksonem 2; forma mRNA zawierajgca L5 stanowi 5-15%
ogolnej liczby transkryptow GHR w réznych tkankach myszy (1).

W genie GHR myszy, za alternatywnym eksonem | znajduje sie jedenascie ekso-
noéw kodujacych: eksony 2-4, ekson 4B, eksony 5-7, ekson 8A, eksony 8-10. Dziewigé
z nich (eksony 2-10) jest podobnych pod wzgledem rozmiardéw i sekwencji do odpo-
wiednich eksonéw genu GHR czlowieka. Tak na przykfad, ekson 8, zaréwno u czio-
wieka jak i u myszy koduje 24-aminokwasowag domene transbtonowg biatka GHR,
ostatnie 3 aminokwasy domeny zewnatrzkomorkowej i pierwsze 4 aminokwasy do-
meny wewnagtrzkomoérkowej. Eksony 4B i 8A myszy nie majg swoich odpowiedni-
kéw w ludzkim genie GHR. Ekson 4B koduje u myszy 8-aminokwasowy segment do-
meny zewnatrzkomoérkowej. Pozostate gatunki, ktérych sekwencja genu GHR jest
znana, tacznie ze szczurem, nie majg tego eksonu (35,87).

Ekson 8A koduje hydrofllowy ,ogon” GHBP i 3'-UTR jego mRNA, i takze nie ma
odpowiednika w ludzkim genie GHR. Miesci sie on w segmencie o dlugosci 2 Kpz,
rozdzielajagcym eksony 7 i 8. Eksony 7, 8A i 8 moga ulega¢ alternatywnemu sklada-
niu, tworzgc transkrypty GHR i GHBP. Przy skitadaniu, ktérego wynikiem jest po-
taczenie transkryptéw kodowanych przez eksony 7 i 8A, powstaje mRNA o diugosci
1200 nt, kodujgce GHBP, natomiast sktadanie transkryptéw eksonu 7 i 8 prowadzi
do powstania mRNA o dtugosci 4000 nt kodujgce GHR (35,87).

U szczura wykryto 5 wariantow pierwszego eksonu - GHR 1-5 (88). Podobnie
jak u myszy, eksony 7, 8A i 8 mogg ulegac alternatywnemu sktadaniu, tworzac tran-
skrypty GHR i GHBP (87).

U bydta wykryto 9 wariantéw 5-UTR mRNA - 1A - 11. Ekspresje wariantu 1F wy-
kryto w tkance miesniowej i w watrobie ptodu, wariantéw 1B, 1C, IH, 11 - w r6z-
nych tkankach, wlaczajac w to miesnie i watrobe, wariantu IA - tylko w watrobie
dorostych zwierzat. Warianty 1A, IB i 1C sa gtdbwnymi wariantami mRNA GHR bydta,
podczas gdy warianty ID, IE, IF, IG, IH i 11, stanowig tylko 10% ogdlnej puli mRNA
(89). Ekson IAjest homologiem ludzkiego VI (87% podobienstwa), LI myszy i GHRI
szczura (65%), 1A owcy (97%) (90); ekson IB jest homologiem eksonu V2 cziowieka
(82%), L2 myszy, GHR2 szczura i IB owcy (83). Ekson 1C bydfa jest homologiem ek-
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W ROZNYCH TKANKACH

Sekwencije Sekwencje
regulatorowe cis Czynniki regulatorowe cis
transkrypcyjne

Rys. 3. Alternatywne skiladanie fragmentéw eksonu ! genu GHR bydta, prowadzace do powstania
wariantow mRNA réznigcych sie dtugosciag 5-UTR. Transkrypty eksonéw IA, 1B i 1C ulegaja alternatyw-
nemu sktadaniu taczac sie z transkryptem drugiego eksonu, w obrebie ktérego znajduje sie kodon ini-
cjacji translacji ATG. Kazdy z alternatywnych eksondéw | poprzedzony jest swoim promotorem - PI, P2
i P3. Na rysunku zaznaczono sekwencje regulatorowe cis znalezione w poszczegélnych promotorach
i czynniki transkrypcyjne, ktore wigza si¢ z tymi sekwencjami. Promotor P2, w ktéorym nie znaleziono
dotychczas miejsc wiazania czynnikéw transkrypcyjnych, dziata przypuszczalnie jako enhancer dla pro-
motora P3.

sonu GHR4 szczura i L4 myszy, do ktorych wykazuje 1A% podobienstwa (83). Dla po-
zostatych wariantéw bydlecego eksonu pierwszego homologéw u innych gatunkéw
nie znaleziono. Na og6t, nomenklatura wariantéw 5-UTR genu GHR odpowiada ko-
lejnosci ich identyfikowania u odpowiednich gatunkow i nie jest zwigzana z pozycja
w genie. U bydta, eksony IA, IB, 1C majg odpowiednio promotory - PI, P2, P3
(17). Bezposrednio przed promotorem Pl lezy element powtarzalny typu LINE-1
0 dlugosci 1206 pz, ale u Sos indicus (91) i u niektérych osobnikéw Bos taurus (Maj
I Zwierzchowski, nie publikowane), ten element nie wystepuje.

U bydfa transkrypt 1A jest gtéwna formg mRNA GHR. jest najobficiej reprezento-
wanym wariantem mRNA GHR w watrobie, a jego poziom jest wysoko skorelowany
z poziomem IGF-1 we krwi w r6znych warunkach fizjologicznych. Miejsce startu
transkrypcji bydlecego eksonu IA znajduje sie 19 pz ponizej TATA-box, podobnie
jak u owcy, myszy i cztowieka. Za eksonem | znajduje sie 9 eksondw kodujgcych
eksony 2-10 (92).

Schemat alternatywnego sktadania wariantow eksonu | w genie GHR bydta po-
kazano na rysunku 3.
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Struktura genu GHR owcy jest bardzo podobna do struktury genu bydlecego.
U owcy wykryto dotychczas 2 warianty 5-UTR - IA i IB (50,93), homologiczne do
odpowiednich IA i IB bydta. Analiza komputerowa w programie BLAST sekwencji
GHR bydta i owcy powyzej i ponizej eksonu IA umozliwita wykrycie regionéw wyka-
zujacych 74-83% homologii do eksonow V7, V4, V8 czlowieka, co sugeruje, ze odpo-
wiedniki eksondéw V7, V4, V8 mogq istnie¢ u tych gatunkow (83).

Gen GHR kury zostat czesciowo zsekwencjonowany (80). W poréwnaniu z gena-
mi ssakéw, ma on stosunkowo krétkie introny, natomiast struktura eksonéw jest
podobna jak w genie czlowieka. Eksony genu GHR kury zostaly ponumerowane od-
powiednio do homologicznych eksonéw genu GHR cztowieka, jednak ekson 3 ludz-
kiego genu nie ma odpowiednika w genie kury. U kury bezposrednio za eksonem
drugim znajduje sie ekson czwarty. W przeprowadzonych badaniach ludzkiego
genu GHR i receptora GH wykazano, ze aminokwasy kodowane przez ekson 3 nie sg
niezbedne dla wigzania hormonu wzrostu (44). W transkryptach genu GHR kury zna-
leziono dwa warianty 5-UTR.

W watrobie jednego ze zbadanych pod tym wzgledem gatunku ryb - turbota,
stwierdzono mRNA GHR o ditugosci 1,038 nt (57). Biatko kodowane przez to mRNA
sktada sie z 346 aminokwasow i ma charakterystyczng budowe: hydrofobowg dome-
ne transbtonowag z 24 aminokwaséw, domene zewngtrzkomorkowg z 252 amino-
kwasoéw, motywy wewnatrzkomoérkowe Box | i Box2. Budowa GHR ryb, analogiczna
do budowy GHR ssakéw, wskazuje na to, ze mechanizmy przekazywania sygnatu
GHR przez aktywacje kinaz tyrozynowych JAK sg konserwatywne i zachowaly sie
w drodze ewolucji kregowcow.

3. Regulacja ekspresji genu GHR

Ekspresja genu GHR podlega regulacji w trakcie ontogenezy. U wiekszosci ssa-
kéw jego ekspresja jest bardzo mata w tkankach ptodowych, wzrasta znacznie po
porodzie, szczego6lnie w watrobie, i osigga maksimum podczas cigzy. Ekspresje
genu GHR reguluja takze hormony - GH i steroidy oraz poziom zywienia (94). Nie-
dozywienie wywotuje z reguly stan opornosci na GH, z czym wigze sie wzrost steze-
nia GH we krwi i spadek stezenia IGF-1. jednak pierwotng przyczyng tych zmian jest
zmniejszenie liczby receptoréw GH w watrobie, przypuszczalnie spowodowany
mniejszym niz normalny poziomem ekspresji genu GHR. Zmniejszenie ekspresji
i mniejsza aktywnos¢ receptorow GH w watrobie obserwowano takze u ludzi cho-
rych na typ ! cukrzycy (zaleznej od insuliny) i u zwierzat z doswiadczalnie wywotang
cukrzyca. Takze i w tym przypadku zmniejszenie liczby receptorow wigzato sie
z opornoscig na GH.

Wspomniano juz, ze u bydta i owcy ekspresja genu GHR pod kontrolg promotora
Pl zachodzi specyficznie w watrobie; tylko w watrobie znajdowano transkrypty
GHR z 5-UTR IA (50). W przeciwienstwie do promotora P2, ktdry nie zawiera

94 PRACE PRZEGLADOWE



Struktura, funkcja i polimorfizm genu receptora hormonu wzrostu zwierzat i cztowieka

TATA-box, w promotorze Pl lezacym przed eksonem |A, w pozycji -35 (owca) i -19
(bydio), znajduje sie typowa sekwencja TATA-box. W promotorze Pl w genie GHR
owcy zidentyfikowano miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych wystepujgcych
gtébwnie w watrobie, m.in. cztery miejsca C/[EBP, dwa miejsca GRE, wigzace receptor
dla glikokortykoidéw, a takze miejsce wigzania dla HNF-5. Sekwencja regionu 5
genu GHR bydta jest bardzo podobna do odpowiedniej sekwencji genu owcy. Dlate-
go uwaza sie, ze eksony IA i IB w genie GHR owcy sa funkcjonalnymi odpowiedni-
kami eksonoéw IA i IB bydta, i ze poprzedzajgce je promotory Pl i P2 mogg zawieraé
podobne miejsca regulatorowe (rys. 3). Stosujgc metode footprint zidentyfikowano
w bydlecym promotorze Pl potencjalne miejsca wigzania czynnika transkrypyjnego
HNF-4, wystepujacego gtdwnie w watrobie. W przeprowadzonej analizie EMSA {elec-
tromobility shift assay) i supershift potwierdzono wigzanie HNF-4 z ekstraktow biatek
bydlecej watroby z odpowiednim fragmentem promotora Pl (95). Role czynnika
HNF-4 potwierdzono takze transfekujgc rozne linie komdrkowe wektorami ekspre-
syjnymi z sekwencjami HNF-4 i konstrukcjami genowymi z promotorem PI; nadeks-
presja HNF-4 znacznie zwiekszata ekspresje gendéw reporterowych przytagczonych
do promotora PIl. Na dziatanie HNF-4 nie reagowat promotor Pl ze zmutowanym
miejscem wiazania tego czynnika. Dlatego autorzy sugeruja, ze czynnik HNF-4 moze
petni¢ role regulatora ekspresji genu GHR w watrobie bydta podczas rozwoju, pod
dziataniem hormonéw lub czynnikéw zywieniowych. Z jego obecnos$cig zwigzana
jest takze specyficzna dla watroby ekspresja wariantu IA mRNA GHR. Promotor Pl
zawiera takze potencjalne miejsca wigzania czynnika G/EBP (CCAAT/enhancer binding
protein), jednak w tym przypadku, takze stosujac metody EMSA i supershift nie udato
sie, jak dotad, potwierdzi¢ doswiadczalnie roli biatek C/EBP a lub P jako czynnikow
regulujgcych ekspresje genu GHR w watrobie bydla. Miejsca regulatorowe CCAAT
(CIEBP), GRE zlokalizowano takze w promotorach LI myszy i GHRI szczura, be-
dacych odpowiednikami promotora Pl u owcy i bydla (94). Wykazano wigzanie
czynnikdw 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 pozyciji -510 w pro-
motorze Pl genu GHR owcy.

W przeciwienstwie do mRNA GHR IA, ktérego transkrypcja pod kontrolg promo-
tora Pl zachodzi niemal wylacznie w watrobie, forma mRNA z 5-UTR IB wystepuje
w wielu tkankach, co sugeruje jego regulacje przez powszechnie wystepujgce
(ubiquitous) czynniki transkrypcyjne. W badaniach przeprowadzonych na promoto-
rze P2 genu GHR myszy (96), owcy (97) i bydia (98) wykazano obecnos¢ funkcjonal-
nych miejsc wigzacych dla czynnika SPI. Czynnik ten reguluje aktywno$¢ promotora
P2 wigzac sie z sekwencjg GGGCGG (GC-box) w regionie proksymalnym promotora
P2. Mysi promotor L2 zawiera funkcjonalne miejsce wigzania czynnikéw transkryp-
cyjnych SPI i SP3, co potwierdzono doswiadczalnie testem ekspresji genu lucyfera-
zy (luc) potaczonego z promotorem L2 ze zmutowanym miejscem wigzania czynnika
SPI (96). W przeciwienstwie do mysiego promotora L2 i owczego P2, u bydta ten re-
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gion nie wigze czynnika SP3 (98). Autorzy sugerujg, ze u bydia to wtasnie czynnik
SPt warunkuje ekspresje GHR IB w réznych tkankach. Na podstawie delecji regionu
GC-box w promotorze P2 wykazano, ze czynnik SPI Jest waznym, ate nie Jedynym
regulatorem ekspresji wariantu IB mRNA. W dalszych badaniach wskazuje sie na
role r6znych czynnikéw wigzacych sie z sekwencjg CCAAT-box, takich Jak CTF/NF-1,
NF-Y, YB-1 (92), co Jednak wymaga potwierdzenia doswiadczalnego. W genie GH
owcy region lezacy bezposrednio przed eksonem IB (promotor P2) zawiera sekwen-
cje regulatorowe - CCAAT-box i GC-box, wigzace powszechnie wystepujgce czyn-
niki transkrypcyjne CTF i SPl. Metodg EMSA wykazano obecnos¢ co najmniej czte-
rech potencjalnych miejsc wigzania czynnikéw SPI i SP3; mutacja tych miejsc w r6z-
nym stopniu zmniejszata ekspresje polgczonego z promotorem P2 genu reportero-
wego luc w transfekowanych komérkach CFIO (97). W tym regionie znajduja sie po-
nadto potencjalne inne miejsca regulatorowe, takie Jak E-box (miejsce wigzania dla
specyficznego dla komdérek miesniowych czynnika MyoD), i miejsce wigzania czyn-
nika C/EBP (35).

Najmniej wiadomo o mechanizmach regulacji ekspresji genu GHR bydfa rozpo-
czynajgcej sie od eksonu 1C, kierowanej przez promotor P3. Promotor P3 Jest boga-
ty w powtérzenia GC i, podobnie Jak P2, nie zawiera sekwencji TATA-box. W tym
promotorze nie zidentyfikowano. Jak dotad, zadnych miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych. Poniewaz promotor P3 Jest potozony tylko 700 pz ,ponizej” pro-
motora P2, mozliwe, ze oba korzystajg z tych samych elementéw regulatorowych,
i ze promotor P2 moze funkcjonowaé¢ Jako enhancer dla P3 (92).

4. Polimorfizm genu GHR

Polimorfizm genéw wynika ze zmian sekwencji nukleotydowych powstatych
w trakcie ewolucji w drodze mutacji DNA. Sg to na ogdét podstawienia nukleotydow
- transwersje i tranzycje, a takze delecje lub insercje Jednego lub kilku nukleoty-
doéw. Niektére mutacje genu receptora hormonu wzrostu moga spowodowaé nega-
tywne zmiany w Jego zdolnosci do przekazywania sygnatu GH. Osobniki z takimi
mutacjami majg normalny poziom hormonu wzrostu we krwi, ale zaburzenia w prze-
kazywaniu sygnatu sg powodem zmniejszonej masy ciata, zredukowanego wzrostu
kosci; u ludzi i zwierzat towarzyszy temu takze opoéznione dojrzewanie piciowe
(99-101), a u ptakdéw zmniejszona produkcja i Jakos¢ JaJ (102,103). U ssakow te za-
burzenia proceséw wzrostu osobnikdw opornych na hormon wzrostu (zwigzanej
z mutacjami genu GHR) nazywajg sie karlowatoscig (zespotem) Larona (LS), a u pta-
kéw kartowato$cia zwigzang z picig (sex linked dwarfizm, SLD) (53,99,102,104-106).
Wiadomo obecnie, ze w obu przypadkach przyczyny wystgpienia kartowatosci sg
niejednorodne: sg one wynikiem réznych delecji lub mutacji punktowych, zmniej-
szajgcych ekspresje genu GHR, lub mutacji powodujgcych zaburzenia wigzania li-
gandu, dimeryzacji receptora, czy przekazywania sygnatu (53,64,80,107-109).
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U czlowieka opisano rdzne typy polimorfizmu genu GHR, w tym pojedyncze sub-
stytucje nukleotyddéw w eksonach 6 i 10, a takze w obrebie intronu znajdujgcego sie
pomiedzy eksonami 9 i 10 (18,110-113). Zaden z tych polimorfizmow nie jest skore-
lowany z zaburzeniami wzrostu cztowieka. Hadjiyannakis (114) wykryt w drodze se-
kwencjonowania polimorficzne mikrosatetitarne powtérzenie GT, lezace w obrebie
regionu 5'-flankujacego genu GHR, 87 pz powyzej miejsca startu transkrypcji ekso-
nu V9. Zidentyfikowano 13 alleli o liczbie powtérzen GT od 19 do 32. U japoniczy-
kéw, w domenie wewnatrzkomoérkowej genu GHR zidentyfikowano mutacje typu
missense, oznaczong jako C422F, nie majacg jednak wptywu na przekazywanie sy-
gnatu GH (115).

Po raz pierwszy o mutacjach w genie GHR czlowieka, zwigzanych z LS doniesli
w roku 1989 Godowski i wsp. (76). Dotyczyto to delecji w eksonach 3, 5, 6 i 4. Do dzi-
siaj wykryto w ludzkim genie GHR ponad 30 r6znego typu mutacji wywotujgcych zabu-
rzenia proceséw wzrostu. Sg to réznorodne mutacje: typu nonsense (116,117) lub mis-
sense (116,117), detecje eksondw (76,118), delecje dinukleotydowe (119,120), mutacje
zmieniajgce ramke odczytu (117,121), lub wywotujgce zaburzenia skladania mRNA
(116,117,122-125). Przewazajaca wiekszo$¢ wykrytych mutacji znajduje sie w dome-
nie zewnatrzkomaérkowej, gtéwnie w eksonach 4 (117,119,126,127) i 6 (122,128-132).
Nieliczne mutacje wykryto w domenie transbtonowej (121) i wewngtrzkomorkowej
(125,132-134). U pacjentéw chorych na LS mutacje te moga wystepowaé zarO6wno
w uktadzie homozygotycznym jak i heterozygotycznym. Na przykfad mutacje opisane
przez Ayting i wsp. (123), lida i wsp. (125), wystepujace tylko w stanie heterozygotycz-
nym, wywotujg efekt dominujgcy negatywny. Przyczyng takiego efektu jest to, ze zmu-
towany receptor tworzy heterodimery z normalng, niezmutowana forma receptora,
dziatajac jako inhibitor. Mutacje genu GHR mogg mie¢ réznorodny wplyw na funkcje
receptora: wpltyw na wigzanie ligandu (127,132), na dimeryzacje receptora (128), oraz
na dalsze przekazywanie sygnatu (128). W roku 2002 Quinteiro i wsp. (135) opisali mu-
tacje polegajaca na transwersji A/T w kodonie ATG eksonu 2, ktéra anuluje sygnat ini-
cjacji translacji. Mutacje wykryte w regionie kodujacym genu GHR cziowieka zazna-
czono schematycznie na rysunku 4.

W populacji kur z SLD (sex linked dwarfizni) wykryto substytucje T/C w pozycji 370
genu GHR, ktéra powoduje zamiane fenyloataniny na seryne w pozycji 112 biatka,
w domenie zewnatrzkomadrkowej receptora. U cziowieka, krélika i szczura w tej po-
zycji znajduje sie fenyloalanina, co moze sugerowac znaczenie tego aminokwasu dla
normalnej funkcji GHR. Niewykluczone, ze u kur mutacja ta moze zmniejsza¢ zdol-
nos¢ do wigzania sie GH z receptorem (53,136). Agarwal i wsp. (80) wykryli u kur,
obcigzonych SLD, mutacje polegajaca na delecji 1773 pz na 3' koncu genu GHR. Wy-
nikiem tej mutacji jest zmiana ramki odczytu prowadzacej do substytucji 27 konser-
watywnych aminokwasoéw i dodania 26 nowych aminokwaséw na koricu 3' biatka.
U kur leghorn wykryto substytucje G/C w pozycji 186 i 187 genu GHR. Mutacje te
powodujg podstawienia aminokwaséw - asparagina/teucyna i lizyna/walina w do-
menie zewnagtrzkomoérkowej receptora (136,137). U bialych leghornéw znaleziono
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CIA mutacja "missense”
484  GIA mutacja "missense”
_ ) GIc mutaga "missense”

118 Delega 2pz  zmiana ramki odczytu
Delecja 1,2 kpz brak eksonu 5 . 1 mutacia "missense”

162 Delecja C  zmiana ramki odczytu
AIC mutacja “"missense”

166 T/A C38S mutacja “missense*
173 C/T S40L mutacja "missense’ e mutacja "missense”

) G/A  W80X  mutacja "nonsense”
202 T/C WSOR  mutacja "missense’ 525 Gia mutacja "nonsense’
) T/C  F/96S mutacja "missense”
197 CIT Q65X mutacja “nonsense’
Defekt skiadania mRNA
981 Delecjia T zmiana ramki odczytu
Defekt skfadania mRNA C/IA  P561T mutacja “missense”
AG  Y208C  mutacja "missense” I Delecja 13 pz  Zmiana ramki odczytu
723 C/T G223G Defekt skiadania mRNA
-1 GIT brak eksonu 8
724  GIT E224X mutacja “nonsense”
-1 GIC brak eksonu 8

GIA D244N mutaga “"missense”

Rys. 4. Polimorfizm regionu kodujacego genu GHR cziowieka. Zaznaczono pozycje mutacji (tam
gdzie jest znana), rodzaj mutacji, symbol mutacji, oraz jej wptyw na ekspresje genu GHR. Ciemniejszym
kolorem zaznaczono eksony, jasniejszym - introny. Wykonany na podstawie danych zebranych z r6z-
nych publikacji (101,116-135).

polimorfizm typu RFLP {restriction fragment length polymorphism) w intronie 2 genu
GHR. Po trawieniu enzymem restrykcyjnym Hind\I\ odpowiedniego fragmentu DNA
zidentyfikowano 2 allele - H+ i H'. Znaleziono korelacje pomiedzy wykrytymi alle-
lami w locus GHR i masg ciata mtodych ptakow, a takze wiekiem znoszenia pierwsze-
go jaja. Osobniki z allelem H' charakteryzowaly sie mniejszg masg ciata i pdzniej za-
czynaly sie nies¢ (138).

W eksonie 10 genu GHR lokalnej chinskiej rasy kur (native Chinese chickens) wykry-
to polimorfizm RFLP po trawieniu enzymem restrykcyjnym A/ul. Stwierdzono, ze ten
polimorfizm polega na substytucji G/A 924 pz ponizej kodonu ATG, startu translacji
mRNA. Ta substytucja nukleotydéw nie powoduje zmiany sekwencji aminokwasow
w kodowanym biatku (139).

Wiekszo$¢ doniesien o polimorfizmie genu GHR bydta dotyczy regionu 5'-flan-
kujacego, znajdujacego sie powyzej eksonu IA, a takze eksonu 10 razem z regio-
nem 3'-flankujgcym (rys. 5). Polimorficzne mikrosatelitarne powtérzenie dinukleoty-
du GT zidentyfikowano w obrebie promotora Pl eksonu IA, 90 pz powyzej miejsca
startu transkrypcji (91,140). Wykryto 5 alleli z liczbg powtérzenn GT - 11, 16, 17, 18
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i 20. Zaobserwowano, ze liczba powtdérzen GT jest skorelowana z brakiem lub
z obecnoé$cig powtarzalnego elementu LINE-1 (retrotransposon) o diugosci 1,2 Kpz
powyzej promotora Pl. Wykryto, ze krotki allel z 11 powtdrzeniami wystepuje
u osobnikéw nalezacych do Bos indicus, ktore nie majg LINE-1. Osobniki z liczbg po-
wtérzen 16, 17, 18 i 20 (dtugie allele), nalezace do Bos taurus, miaty element LINE-1
w regionie 5'-flankujacym genu GHR. Analizujgc 64 buhaje rasy angus znaleziono
6 osobnikéw heterozygotycznych, ktére miaty krétki allel 11-pz i jeden z dlugich al-
leli. Stwierdzono, ze osobniki homozygotyczne z jednym z dtugich alleli GHR miaty,
w porownaniu do osobnikéw heterozygotycznych, Srednio wiekszg mase ciata (140).

W przeprowadzonej przez nas za pomocg komputerowego programu Repeat-
-Masker analizie regionu 5'-flankujgcego genu GHR bydta takze wykazano obecnos¢
retrotransposonu - elementu powtarzalnego typu LINE-1. Poréwnujac sekwencje
tego regionu z sekwencjami znajdujacymi sie w bazie Rep-Base Update, version 7.4;
([141]; http://www.girinst.org) potwierdzono obecnos$¢ elementu LINE-1 o diugosci
1160 pz, potozonego 512 pz powyzej miejsca startu transkrypcji exonu IA. Obec-
nos¢ elementéw LINE-1 o znacznym podobienstwie sekwencji stwierdzono takze
w innych genach bydta: genie trypsynogenu (1059 pz; 95% podobienstwa do LINE-1
genu GHR), genie lizozymu (1042 pz; 94" podobienstwa), i pseudogenie a-laktoal-
buminy (968 pz; 96% podobienstwa). Rzeczywista dtugosé elementu LINE-1 w genie
GHR bydta to 1206 pz. Na jego konicach 5' i 3' znaleziono dodatkowe sekwencje nu-
kleotydéw, odpowiednio - TuCCAA i TC3AGAAGT4A3. Ponadto, na obu koncach
elementu LINE-1 znaleziono powtdrzone 11-nukleotydowe sekwencje TSD (target
site duplications; (142)).

Trzy miejsca polimorficzne w regionie 5’-flankujgcym genu GHR bydta, rozpo-
znawane przez enzymy restrykcyjne Alul, Accl i Stu\ opisali Aggrey i wsp. (143). Se-
kwencjonujgc rézne warianty DNA wykazano, ze polimorfizm ten wynika, odpo-
wiednio, z podstawienn nukleotydéw - A/T w pozycji -1177, C/T (-887) i C/T (-226).
Polimorfizm wykrywalny przez enzym restrykcyjny Alu\ byt u bydta skorelowany
z cechami mlecznosci (143,144). W przeprowadzonej przez nas analizie polimorficz-
nego regionu 5 genu GHR bydta za pomocg programu komputerowego Repeat-Mas-
ker wykazano, ze miejsca polimorficzne dla A/ul i Acd znajdujg sie w obrebie ele-
mentu powtarzalnego LINE-1, powyzej promotora PI. Trzeci opisany przez Aggrey
i wsp. (143) polimorfizm RFLP, rozpoznawany przez Stul znajduje sie w promotorze
PI. Podobnie, substytucja A/G, rozpoznawalna przez enzym restrykcyjny Nsi\, wykry-
ta przez Ge i wsp. (145; GenBank AFI26288), jest zlokalizowana w promotorze PI,
-154 nukleotydow przed miejscem inicjacji transkrypciji.

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

Gen GHR bydta okazat sie takze polimorficzny pod wzgledem obecnosci lub bra-
ku elementu LINE-1. Osobniki ras bydta pochodzacych od zebu (Bos indicus) nie po-
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siadajg tego retrotranspozonu w regionie promotorowym (91). U wszystkich osob-
nikéw bydta domowego (Bos taurus) stwierdzano dotychczas tylko ,dtuga” forme
genu GHR, z elementem LINE-1 poprzedzajgcym promotor Pl. W naszych badaniach
wykazano jednak, ze takze u bydla domowego spotyka sie osobniki z delecjg
LINE-1. Z analizowanych przez nas 251 zwierzat réznych ras, u 3 krow rasy czerwo-
na polska i 2 rasy biatogrzbietka (polskie lokalne rasy) element LINE-1 wystepowat
tylko na jednej nici DNA (w stanie heterozygotycznym). Wystepowaniu elementu
LINE towarzyszy takze substytucja C/T w pozycji -262 (140); u bydta, B. indicus (bez
elementu LINE) w tym miejscu znajduje sie tymina, zas$ u bydta B. taurus (z LINE-1) -
cytozyna. Co ciekawe, w naszych badaniach wykazano, ze osobniki nalezace do ga-
tunku B. taurus, heterozygotyczne pod wzgledem obecnosci LINE-1, sg takze hetero-
zygotyczne pod wzgledem substytucji nukleotydéw w pozycji -262. Substytucja ta
jest rozpoznawana przez enzym restrykcyjny Sai/961 (Maj i Zwierzchowski, nie pu-
blikowane). Dlatego, przeprowadzono poréwnawczg analize tego regionu genu
CHR u bydta europejskiego (B. taurus) i u pochodzgcego od B. indicus bydta nguni.
U wszystkich przebadanych dotychczas ras bydta europejskiego delecje LINEI
stwierdziliSmy tylko u przedstawicieli polskich lokalnych ras - czerwonej polskiej
i rasy nadwislanskiej (biatogrzbietka). Ponadto, te osobniki posiadaly w regionie
promotorowym genu CHR mutacje (substytucje nukleotydéw) typowe dla genomu
B. indicus. Z szesSciu zbadanych probek DNA bydta nguni w dwdch wykryto delecje
w ukitadzie homozygotycznym, a cztery byly heterozygotami. We wstepnych bada-
niach wykazano obecno$¢ podobnego haplotypu (delecja LINE-1 i mutacje) u zubra
(Bison bonasus). Przeprowadzono sekwencjonowanie regionu flankujacego 5 genu
CHR zubra, obejmujacego ekson IA i promotor Pl (CenBank, AY243962). Stwier-
dzono znaczne podobienstwo (98,6%) do odpowiedniej sekwencji genu CHR bydia;
na okoto 410 nukleotyddéw tylko 2 byly inne niz w DNA u bydta czerwonego polskie-
go z delecjg LINE-1 ([146]; Maj i Zwierzchowski, dane nie publikowane).
Obecnosé¢ lub brak elementu LINEI, a takze specyficzne substytucje nukleoty-
doéw w regionie 5’ wskazujg na istnienie dwéch haplotypéw genu CHR - typowego
dla B. taurus lub B. indicus. W naszych badaniach wykazano, ze haplotyp indicus spo-
tyka sie takze (w formie heterozygotycznej) u przedstawicieli bydta europejskiego.
Istniejg doniesienia wskazujgce na wplyw genotypu taurus i indicus na cechy produk-
cyjne. Lagziel i wsp. (147) wykazali, ze obecno$¢ sekwenciji typu indicus w genie hor-
monu wzrostu (CH) europejskiego bydia jest dodatnio skorelowana ze stezeniem
bialka w mleku. Autorzy sugeruja, ze w przypadku niektorych loci haplotyp indicus
mogtby stuzy¢ do doskonalenia bydta europejskiego B. taurus. Z kolei Hale i wsp.
(140) donosza, ze typ indicus powtérzen dinukleotydu TC w genie CHR (11 lub mniej
powtoérzen), spotykany u okoto 5% bydta aberdeen angus, niekorzystnie wptywa na
tempo wzrostu. W poréwnawczych badaniach réznych gatunkéw Bovidoe przesle-
dzono wystepowanie tej delecji element u LINE-1 u r6znych ras bydta europejskiego
i zebu, a takze u spokrewnionych z bydtem gatunkéw rodziny Bovidae, m.in. zub-
row, jakéw, bawotow, owiec i k6z. Pozwolitoby to ustali¢ na jakim etapie ewolucji
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parzystokopytnych powstat haplotyp charakterystyczny dla B. taurus i czy, jak przy-
puszczamy pierwotna forma genu GHR byla bez elementu LINE-1, a Jego insercja
nastgpita przy wyodrebnieniu sie gatunku B. taurus. Ze wzgledu na przytoczone do-
niesienia o wptywie haplotypow taurus i indicus na produkcyjnos¢ zwierzat, takie ba-
dania moga mie¢ nie tylko poznawczy charakter.

Analizowano takze polimorfizm regionu kodujgcego genu GHR bydfa. Najwiecej
badann prowadzono na eksonie 10, przypuszczalnie, dlatego ze sekwencja tego
wtasnie eksonu jest dostepna w bazie GenBank. Co ciekawe, region genu GHR bydia
okazat sie bardzo polimorficzny. Cztery podstawienia pojedynczych nukleotydéw
(SNP; single nucleotide polymorphism) wykryto sekwencjonujgc 450-nukleotydowy
fragment eksonu 10 genu GHR bydta ([148], GenBank AF140284). Okazalto sie, ze
zmiana sekwencji nukleotydéw umozliwia identyfikacje tych miejsc polimorficznych
metodg RFLP. Sg to: substytucja C/T (rozpoznawalna przez enzym Maell), A/G {Nan\),
CIT (N/olll) i A/G (Alill). Dwie z tych mutacji zmieniajg ramke odczytu mRNA i sekwen-
cje aminokwasow w biatku. Podstawienie A->G (Narl) zmienia kodon ACC (kodujacy
Thr) na GCC (kodujagcy Ala), a drugie podstawienie /VG (A/ul) - kodon AGC (ko-
dujacy Ser) na GUC (kodujacy Gly). Pozostale tranzycje sg nieme - nie majg wptywu
na sekwencje aminokwaséw w biatku.

W wyniku sekwencjonowania u Bos indicus 528-nukleotydowego fragmentu te-
goz eksonu 10 genu GHR wykryto 10 mutacji (Schneider i wsp., GenBank AY053520
- GenBank AY053545). Sg 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 zawierajacy 30 pz sekwencji kodujacej i 273 pz regionu
3’-flankujacego zostat zbadany przez Moisio i wsp. (149). Znaleziono 3 warianty ge-
netyczne réznigce sie diugoscia regionu 3'-flankujacego (GHR311, GHR320 i GHR325).
Wszystkie te warianty zostaty zsekwencjonowane. Wykryto, ze w poréwnaniu z se-
kwencja cDNA, opublikowana przez Hauser i wsp. (49) wszystkie zawieraly insercje
8 pz (TGTTGNAA). U osobnikéw z wariantem GHR320 wystepowata ponadto delecja
5 par zasad (ATATT), a u osobnikéw GHR320 i GHR325 - insercja 14 par zasad
(TTAGTGGCAGTAAT). Wykryto takze transwersje C/G w pozycji 703 (numeracja -
wg GenBank AFI40284).

Falaki i wsp. (150) doniesli o wykryciu polimorfizmu RFLP-Tual w obrebie se-
kwencji genu GHR kodujacej wewnatrzkomorkowg, C-koricowg czes¢ receptora.
U wioskiego bydta holsztynsko-fryzyjskiego opisano 9 réznych alleli genu GHR; poli-
morfizm ten miat znaczacy wptyw na cechy mlecznosci. Blott i wsp. (151) wykryli
w regionie genu GHR kodujagcym domene transbtonowa receptora mutacje, skut-
kiem ktérej jest substytucja aminokwaséw F/Y. Mutacja ta miata wpltyw na cechy
mlecznosci bydta.
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5. Podsumowanie

Hormon wzrostu (GH) jest regulatorem postnatalnego wzrostu, metabolizmu li-
pidow, weglowodanow i biatek u zwierzat i cztowieka. Na poziomie komérkowym
dziatanie hormonu wzrostu jest wynikiem interakcji pomiedzy hormonem ijego re-
ceptorem. Receptor hormonu wzrostu (GHR) nalezy do rodziny receptoréw cytoki-
nowych. Receptory te charakteryzujg sie obecnoscig pojedynczej domeny trans-
btonowej. GHR jest kodowany przez pojedynczy gen, ktéry charakteryzuje sie skom-
plikowang budowg eksonu 1, kodujgcego fragment mRNA nie podlegajacy translacji
- B5-UTR. U wszystkich zbadanych gatunkéw zwierzgt znaleziono kilka transkryp-
tow genu GHR, réznigcych sie diugoscig fragmentu 5-UTR. Powstajg one na drodze
alternatywnego skfadania transkryptéw eksonu | do wspdlnego miejsca znajdu-
jacego sie u cztowieka i bydia 11 pz przed kodonem ATG w eksonie 2. W genie GHR
czlowieka znaleziono wiele miejsc polimorficznych, powstatych przez podstawie-
nie, delecje lub insercje nukleotydéw. Niektére z tych mutacji powodujg opornosé
na GH i sg przyczyna zahamowania wzrostu (np. zesp6t barona). U zwierzat gospo-
darskich geny GH i GHR kandyduja do roli genéw markeréw zwigzanych z cechami
tempa wzrostu i mlecznosci. Co najmniej w trzech przypadkach stwierdzono
u bydta zwigzek pomiedzy polimorfizmem genu GHR a cechami produkcyjnosci
mlecznej. Niemniej jednak, konieczna jest identyfikacja nowych miejsc polimorficz-
nych w genie GHR bydta, $win i innych zwierzat gospodarskich. W artykule tym
przedstawiono aktualny zakres wiedzy na temat budowy, funkcji oraz polimorfizmu
w obrebie genu receptora GH. Przedstawiono takze najnowsze wyniki badan auto-
réow nad polimorfizmem genu GHR bydia.
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