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Zmiennos¢ w genach kisspeptyny i jej receptora
a rozréd zwierzat. Praca przeghdowa

Genetic variability of KiSS-1 and GPR-54 genes &sihfulence
on animal reproduction. A review

StreszczenieKisspeptyna (KiSS) i jej konstytutywny receptor GBR odgrywag kluczows rolg

w regulacji osi podwzgorze—przysadka—gonady (HR}ywajac m.in. na aktywaejgonadotro-
pin osi w okresie dojrzewania cztowieka. Potwiemizoze mutacje w geni&iSS-1 i GPR-54

mog odgrywa istotra rolg w patogenezie CPP (wczesnego dojrzewania) i IHigatycznego
hipogonadyzmu hipogonadotropowego). Rola zmiéanaev sekwencji genowKiSS1/GPR54

u innych ssakéw jest poznana w niewielkim zakreaigloniesienia o zwzku polimorfizmoéw
z parametrami zytkowosci rozptodowej zwiergt gospodarskichasrozbiezne i wymagaj konty-

nuowania bada

Stowa kluczowe:KiSS-1, GPR-54, rozréd, ssaki

WPROWADZENIE

Kisspeptyna petni istognrole w neuroendokrynnej regulacji procesu rozuamaa.
Pierwszym krokiem na drodze do poznania i schargktevania systemu Kisspepty-
na/GPR54 (ligand-receptor) byto odkrycie w 199@enuKiSS. Wéwczas przy iyciu
subtraktywnej hybrydyzacji cDNA w liniach komérkouly czerniaka (facmelanoma)
(komdrkach nowotworowych wykazigych supresj metastazy) wykryto nadekspresj
genuKiSS [Lee in. 1997].KiSS1 zostat skatalogowany jako gen haswyj metastag
carcinoma. Konstrukcja samej nazwy genu jest dogyzewrotna. Jej pierwszy czton
‘Ki’ pochodzi od miejsca, w ktdrym dokonano odkrgcimiejscowéci Hershey w Pen-
sylwanii, znanej z produkcji stynnych czekoladelkegshey's Kisses”, a drugi ‘SS’ ozna-
cza pierwotnie odkrytfunkcje — sekwencja supresorowa [Lee i in. 1997].

Bialkowe produkty genu nazwano kisspeptynami, aaj&, ze  wynikiem prze-
mian proteolitycznych wspdlnego prekursora. Jest bhid5-aminokwasowy peptyd po-
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siadajicy 19-aminokwasowsekwengj sygnatowy, dwa potencjalne miejscagcia (ami-
nokwasy 67 i 68) oraz terminalne miejscec@ i amidacji w pozycjach 121-122 amino-
kwasu (aa) [Muir i in. 2001]. Gléwnym produktem poosmonu jest 54-aa peptyd,
w wiekszaici wydzielany przez toysko, znany bfiej jako metastatyna lub kisspeptyna-
54 (KP-54) [Ohtaki i in. 2001]. Istnigjrowniez krétsze peptydy dzigte z KP-54
C-koncowy motyw Arg-Phe-NbB — 53 nimi kisspeptyny 10, 13 i 14 [Kotani i in. 2001].
Dotychczas nie odnaleziono miejsgaa odpowiadajcych za endogenne powstawanie
krétszych kisspeptyn bezfrednio z prekursora, uznanoewj ze powstaj one wskutek
proteolitycznej degradacjis@ucha metastatyny [Popa i in. 2008].

Réwnoczénie z identyfikacy kisspeptyn odkryto receptor naglaj im obecnie zna-
na, biologiczny funkcje. Okazat s nim GPR-54 — 396-aa polipetyd najey do rodziny
receptoréw sprzonych z biatkiem G (angs-protein coupled receptor). Po raz pierw-
szy zostat on sklonowany u szczura, jako recej@onsy wykazujcy okoto 45-procentowe
podobigéstwo do rejonéw transmembranowych receptora galam@go [Lee i in. 1999].
Nie wigze st on jednak z galangnani peptydami strukturalnie do niej podobnymi [@Kit
i in. 2001]. Wykazanaze kisspeptynyasw stanie aktywowareceptor, dziatap ekstraktem
z tozyska na linie komoérkowe CHO-K1 (anghinese Hamster Ovary) wykazupce ekspre-
sje GPR-54. Wyizolowane kisspeptyny z ekstraktzysa aktywowaty ludzki i szczurzy
receptor GPR-54 w komdrkach CHO-K1 [Kotani i in02{

STRUKTURA GENETYCZNA | PROTEOMICZNA SYSTEMU KISSPHYNA/GPR-54

Sekwencje cDNA gen6WiSS-1 i receptora zostaty sklonowane dla wielu gatunkéw
zwierzt (cztowiek, szympans, bydigwinia, owca — sekwencja mRNA, mysz oraz
szczur). GerKiSS1 u cztowieka, szympansa i myszy znajduje rs@ chromosomie 1,
uswini na 9, u owcy na 12, u szczura na 13, natonuidstdta na chromosomie 16.

Pocatkowo sugerowanaie u czlowieka jest on ziony z czterech egzondw i trzech
intronéw, z czego pierwszy i drugi egzon nie ulegegnslacji, a pozostate dwa kogluj
prekursor kisspeptyny [West i in. 1998]. G€I8S-1 u ssakow skladaei trzech egzo-
néw, z ktorych pierwszy, nieulegay translacji, jest wynikiem scalenia 2 pgti@wych
egzonow opublikowanych pierwotnie przez Westa [lian i in. 2007]. Mysi geriSS
zawiera tylko dwa ulegage translacji egzony, odpowiade¢ dwém ostatnim egzonom
ludzkiego genu [Um i in. 2010]. Na uwgagastuguje faktze u myszy odnalezionaza
sze¢ izoform (a-f) transkryptu KiSS dolacych produktem alternatywnego splicingu.
U wszystkich ssakow sekwencja kogltg minimala diugas¢ peptydu (Kp-10) niezjm-
na do aktywacji receptora jest patmna w ostatnim egzonie. Dopiero 10 lat po odkryciu
ludzkiej sekwencji zidentyfikowano cDNA geriSS-1 u ryb doskonatokostnych (fac.
Teleostei): ryzanki japdiskiej i danio pggowanego [Biran i in. 2008]. To opdienie
bylo spowodowane m.in. stosunkowo niskim stopnieomdlogii pomedzy genem
KiSS-1 u ssakéw a innych gatunkow.

Najwigkszy stopi@ homologii (wecej niz 85%) mana zaobserwowami¢dzy na-
czelnymi (cztowiek, szympans i makak), podczas pdgobigistwo midzy cztowie-
kiem, bydiem i gryzoniami (mysz i szczur) wynost jiylko 45-50%. Badania zespotu
Tomikawy poszerzyly badargrupe zwierzt o dwa gatunki: owgi swini¢. Z opracowa-
nego drzewa filogenetycznego wynika, spaérod sekwencji przedstawionych gatunkow
sekwencjaswini wykazuje najwyszy homologé do naczelnych, natomiast owcza jest
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najbardziej podobna do sekwencji bydta. Znamierest jffakt, ze charakterystyczny
C-koncowy motyw RF-NH byt obserwowany tylko u naczelnych, u pozostatyetug-
kéw w miejscu fenyloalaniny (F) wygiuje tyrozyna (Y) [Tomikawa i in. 2010].

Ludzki gen kodujcy receptorGPR-54, znany te jako KiSSR znajduje sj na chro-
mosomie 19p13.3 i zawiera 5 egzondw i 4 intronkv&cje tego genu udatoesiiden-
tyfikowa¢ takze u innych ssakéw: myszy, szczufaijni, bydta czy rezusa (odpowiednio
na chromosomach: 10, 7, 2, 7, 19). W wyniku lhadad ewolucj genu kodujcego
receptor, u ryb i ptazéw znaleziono izofar@PR 54-2, nieobecpw genomach ssakéw
[Umiin. 2010].

Ludzki transkrypt gen@GPR-54 zlokalizowano m.in. w fgysku, przysadce mézgo-
wej, trzustce i rdzeniu kgowym [Kotani i in. 2001, Muir i in. 2001, Ohtakin. 2001].
U innych gatunkéw sekwencje transkryptu odnaleziancentralnym ukladzie nerwowym
— u myszy, w strukturach mézgu (podwzgoérzu, hipgkagrkorze moézgowej), w atrobie
i jelitach — u szczura oraz w gonadach u owayini.

Szczurzy receptor kisspeptyny wykazuje 85-proceatbmologé do sekwencji
ludzkiej, wzrasta ona nawet do 98% w rejonach treambranowych, podczas gdy po-
dobieistwo sekwencji myszy i cztowieka wynosi 82% [Kirbyn. 2010]. Wynik ten
swiadczy o wyszym stopniu konserwatyzmu struktur receptoraainigandu.

WPLYW ZMIENNOSCI W GENACH KISSPEPTYNY | JEJ RECEPTORA NA ROZROBAKOW

Genetyczna i neuroendokrynna kontrola dojrzewand@owego pozostaje jedn
z najwikszych zagadek biologii cztowieka. Wydzielanie giwolidberyny (GnRH) przez
podwzgdérze powoduje inicjacjpulsacyjnego wydzielania gonadotropin (FSH i LH),
decydujc o wydzielaniu hormonéw piciowych przez gonadypgesie dojrzewania
i gametogenezie [Sztuka i Zdrojewicz 2006]. O itgadlogiczna rola gonadoliberyny
w reprodukcji ssakow jest oczywista, o tyle genetycczynniki regulujce jej sekreg
nie g jeszcze w petni poznane. ldentyfikacja tych czkawi jest niezbdna do kom-
pleksowego poznania mechanizmow kigeygh rozrodem, a tdak do prowadzenia
bada nad zaburzeniami w procesie dojrzewania.

Kisspeptyna i jej receptor mggzczegolne znaczenie w okresie dojrzewania. Wply-
waja na prawidlowé¢ procesu, zapogikowujac uwalnianie hormonéw LH i FSH.
Wptyw kisspeptyny na procesy rozrodcze cztowiek&amano, stwierdzag, ze mutacje
w obrebie genu kodujcego hormon lub jego receptor powagagspét chorobowy cha-
rakteryzugcy sk wtérng niedoczynnécia gonad, nazywany idiopatycznym hipogonady-
zmem hipogonadotropowym (IHH). De Roux i wspotpraoiy, badajc przypadek 20-
letniego mgzczyzny, u ktérego stwierdzono charakterystycznelidta objawy — zmniej-
szone gdra, brak owlosienia tonowego, niski wzrost i wagraz niedorozwdj ki&i —
powigzali te objawy z obecroia mutacji w genieGPR-54. Mutacy okazafa si delecja
155 nt obejmuyjca kaicowa czeé¢ 4 intronu i pocatek 5 egzonu, ktéra usuwa miejsce
akceptorowe splicingu. Powstaty produkt ma tylk@ 2@ i nie jest zdolny do transdukc;ji
sygnalu [de Roux i in. 2003]. Z IHH poyziano wystpowanie mutacji (T443C, egzon 3;
p.L148S), tranzyej w pozycji C991T (egzon 5; p.R331X) oraz transwelisA w pozy-
cji 1195 (egzon 5, X339A) [Seminara i in. 2003]nénmutacje w olgbie tego genu to
m.in.: substytucje p.C223R i p.R297L, insercja 1Q002C (mutacja z przesgniem
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ramki odczytu)], p.L102P oraz mutacja typu indebvegzonie [Lanfranco i in. 2005,
Semple i in. 2005, Tenenbaum-Rakover i in. 2007e§ ein. 2010]. W odniesieniu do
tranzycji w pozycji 815 nt (p.F272S) odkrytej wskich izenskich pacjentéw ze zdia-
gnozowany ciezka postacy IHH wykazano,ze wpltywa ona na inhibigjprzekazywania
sygnalu przez receptor indukowany kisspeptyan sama ekspresfaPR-54 jest drama-
tycznie niska [Nimri i in. 2011]. Badania prowadzon ludzi wykazaly agciowy zwia-
zek miedzy obecnécig heterozygotycznych RSV (angare sequences variants) w obr-
bie genuKiSS-1 a zaburzeniami zgzanymi z deficytem GnRH [Chan i in. 2011]. Dwie
mutacje aktywujce zidentyfikowano w olgbie genu kodujcego kisspeptyn p. P74S
oraz p. H90D. Mutacje te nie majptywu na region kodgpy aktywry czgsteczk bial-
ka. Fenotypowo mutacje te skutkigiezkimi postaciami wczesnego dojrzewania ptcio-
wego CPP (Central Precocious Huberty). Ostatniahiadwykazatyze czstdsci alleli
dla trzech SNP, 55648184 C/G, 55648186 -/ t, a 8588 T / G, istotnie ity sie

u pacjentdéw z CPP i u os6b zdrowych. Haplotyp GGEILC zostat zidentyfikowany
jako taki, ktéry mae wywierd& dziatanie ochronne przed CPP [Young-Jun i in. 2014
Wykazanoze kisspeptyna-54 powstata w wyniku mutacji p. Pii#Bwiksz stabilng¢
anizeli jej natywny odpowiednik [Silveira i in. 2010].

Nieocenion pomog w poznaniu zalnosci miedzy IHH a dysfunkcjami w genach
kodujgcych kisspeptyg i jej receptor okazaty si modele transgenicznych myszy
z indukowanymi mutacjami (KiS$ oraz GPR54"). Inaktywacja receptora wykazata
nieprawidtowy rozwdj piciowy i obirbny poziom hormonéw GnRH, FSH oraz LH.
U samic GPR54" stwierdzono stabe otwarcie pochwy,czenie rogéw macicy, niewy-
ksztalcon tkanke sutka oraz mniejgzmag jajnikbw [Seminara i in. 2003]Ponadto
obserwowano tylko I- i ll-redowe cherzyki jajnikowe, brak gcherzykéw Graafa oraz
ciatka z6ttego. Osobniki mskie GPR54" posiadaly zmniejszoneigra i p:cherzyki
nasienne, a tak nie w petni rozwinite gruczoty napletkowe i prostatUtrudniona
spermatogeneza spowodowata zmagzspadek liczby plemnikévfunes i in. 2003].
Zespot d’Anglemonta [2007] nie zaobserwowat u mygzwylaczonym genenKiSS-1
zaburzé w rozwoju narzdoéw piciowych ani ich degeneracji — wykazywaty taam
fenotyp jak myszy KiS%', byly jednak nieptodne. Podanie obwodowo kisspepspo-
wodowato wzrost wydzielania LH [d’Anglemont i in0@7]. Sugeruje toze brak kis-
speptyny nie wptywa negatywnie na funkcjonowanieszeaegoinych sktadowych osi
HPG, a odpowiednia stymulacja hormonalna #imga ich prawidtowe dziatanie. Lapat-
to i in. [2007] uzyskali u samic myszy Kiss-KO (amkgockout) dwa odebne fenotypy.
Potowa z nich miata obabng masg jajnikdw, pozostate charakteryzowaty girogowa-
ceniem pochwy i masgonad poréwnywalndo typu dzikiego. Podanie egzogennej kis-
speptyny myszom Kiss-KO i Gpr54-KO spowodowato vetrgonadotropin tylko svod
osobnikéw z wyciszonym geneldiSS-1 [Lapatto i in. 2007]Swiadczy to o tymze brak
receptora GPR54 lub ufledzenie jego funkcji wize sk z duzo powaniejszymi konse-
kwencjami anieli deficyt kisspeptyny.

Kisspeptyna jako hormon stymulgy uwalnianie gonadoliberyny z podwzgérza
wplywa pdrednio na sekreej gonadotropin. Nieobeckd lub dysfunkcje receptora
kisspeptyny powodyj zaburzenia w okresie dojrzewania u zwierZKiSS-1/system
GPR54 jest og6lnie uwany za kluczowy regulator i katalizator dojrzewaniasakéw.
Analiza sekwencji eksonu 2 geKiSS-1 u 9 indyjskich ras koz #fiigcych se wczesno-
$cig dojrzewania i plennwia wykazata obecri@ w intronie 1 mutacji G296C, T455G,
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T505A, T693C, T950C i w intronie 2 — T1125C, A25102540T, A2803G, przy czym
G296C, G2510A, C2540T zydane byly z wielkécia miotu. Autorzy sugeryj ich
wptyw na stabilné¢ mRNA i ilos¢ syntetyzowanego biatka oraz aktywaoseksualn
kéz [Maitra i in. 2014b]. Publikacje z ostatnich d®nosz takze o wptywie polimorfizmu
zaréwno w genach hormonu, jak i receptora na pk&nkidz i owiec [Chu i in. 2012, Cao
i in. 2011]. W toku bada nad sekwengj genuKiSS-1 zespét Cao ustalit obedido
dwoch substytucji w egzonie 3 (G3433A, C3688A)ettz substytucji w intronie 1
(G296C, G454T i T505A) oraz 18-nukleotydowej mutagpu indel (1960 nt—1977 nt)
w intronie 2. Wlocus G296C odnaleziono trzy genotypy a najgiza sredni zyciowa
plenndcia odznaczaty i kozy o genotypie CC — o blisko 0,8 jagria/miot wicej
niz kozy o genotypach GG i GC. Analogicznie w odniegiedo mutacji typu
indel 1960 nt-1977 nt — osobnike¢dace homozygotami —/— mialy gz sredni plen-
nos¢ (ok. 0,75 jagnicia/miot) od pozostatych z genotypem +/+ i —/— [Gan. 2010].
Przedmiotem badazespotu Hou byt fragment drugiego intronu gefi$sS-1 u kéz
trzech plennych ras azjatyckich: xining saanen (@anzhong (GZ) and boer (BG).
Zidentyfikowano allele (T, C i G) oraz 4 genotypyT(, TC, CC i TG) za pomac
techniki SSCP, tale w 2 intronieKiSS1 wykryto SNP: T2643C i 8bp delecja
(2677AGTTCCCC), przy czym u kéz xinong saanen ujawo zalenos¢ miedzy
genotypem TC a plendoig, natomiast u kdz guanzhong istnienie tej zabéci po-
twierdzono dla genotypéw TT i TC [Hou i in. 2011].

Badajpc polimorfizm w genieKiSS-1 u egipskich ras kdz baladi, barki, zarabi oraz
owiec rahmani, ossmi i barki, wykazano obegnsubstytucji 125 T>A w intronie 1
[Othman i in. 2015]. Przedmiotem badaespotu Chu i in. [2012] byt polimorfizm ge-
now KiSS-1 i GPR-54 u czterech ras owiec o zmicowanej plenngi. W wyniku bada
potwierdzono wysipienie 6 SNP (C981T, C996T, T997C, C1034G, G10354zo0
C1039T) w ob¢bie sekwencji 1 egzonu ger(iSS-1. Substytucje te (procz C996T)
powodowaly zmiany w sekwencji aminokwasowej biatkdpowiednio: Arg7Trp,
Phel2Leu, Asn24Lys, Val25Met, Ala26Val. Ponadto nvgiim egzonie genu receptora
wykazano 2 SNP — T2630C, A2411C — powadajzmiany aminokwasow odpowiednio
Met90Thr i Aspl07Ala. W obbie plennej rasy small tail hanzrice w plennéci po-
miedzy kozami o rénych genotypach wynosity 0,8 jagnia/miot. Potwierdzono tak
wptyw polimorfizmu G1384A w regionie promotora gekiSS1 na plennét kéz rasy
guanzohong [An i in. 2015]. A polimorfizmy 2124T>5/&2270C>T byly istotnie zwiza-
ne z wielkdcia miotu, osobniki z allelem T rodzity weej kazlat niz z A'i C [An i in.
2013a, 2013b]. Natomiast brak wptywu substytucji0G8A w genieKiSS-1 na aktyw-
nos¢ reprodukeyjlm maciorek rasy sarda wykazat zespo6t Luridiana [diana i in. 2014].

Cao i in. (2011), badag polimorfizm w obegbie sekwencji genu recepto@PR54
u kéz rasy jining grey, zidentyfikowali w offsie 5 egzonu 3 SNP (G4014A, G4136A,
C4152T). Wlocus C4152T stwierdzono 3 genotypy, a kozy o genotypiei TT wyka-
zywaly istotnie wysz plenndg¢ niz o genotypie CC. W pozostalybbci nie stwierdzono
wptywu genotypu na liczebéé miotu [Cao i in. 2011]. Nowe mutacje w 1 egzonie
C1122T i 1 intronie T1830C wykazano u indyjskiclzK®aitra i in. 2014a], natomiast
u kéz black bengal nie stwierdzono istotnego wphpalimorfizm wlocus C1122T na
wczesné¢ dojrzewania piciowego i wielkd miotu k6z [Ahlawat i in. 2015]. Réwnie
brak wptywu 7 SNP wocus KiSS-1 na czas oggania dojrzatéci loch u mieszacéw
duroc x erhualian stwierdzono u &jLi i in. 2008].
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Summary. Kisspeptyn (KiSS) and its constitutive receptorRaB4 play a key role in the regula-
tion of the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPGifeating, for example, activation gonadotropin
axis in adolescent humans. Mutations in the d€i$$-1 andGPR-54 may play an important role
in the pathogenesis of CPP (early puberty) and Hié (idiopathic hypogonadotropic hypo-
gonadism). The role of variation in gene sequenG&81/GPR54 in other mammals is not well
known, and the relationships of polymorphisms vptirameters of reproductive performance of
livestock are divergent and require further studies
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