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Rola polimorfizmow genu receptora
glukagonopodobnego peptvdu 1 (GLP-1R)

w cukrzycy typu 2

The role of glucagon-like peptide 1-receptor gene in type 2 diabetes

STRESZCZENIE

WSTEP. Celem badania byto poszukiwanie zwigzku
miedzy polimorfizmami Gly168Ser i Leu260Phe genu
receptora glukagonopodobnego peptydu-1 z cu-
krzyca typu 2 w populacji polskiej.

MATERIAL | METODY. Analizowano materiat gene-
tyczny 462 chorych na cukrzyce typu 2 i 428 zdro-
wych ochotnikéw. Genotypowanie polimorfizméw
wykonywano, namnazajac odpowiednie fragmenty
DNA za pomoca reakgcji tancuchowej polimerazy, tnac
namnozone fragmenty enzymami restrykcyjnymi
i uwidaczniajgc produkty ciecia na zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny. Analiza statystyczna
obejmowata test y2 dla zbadania zaleznosci genoty-
poéw z chorobg i regresje logistyczng dla zbadania
zaleznosci haplotypéw z choroba.

WYNIKI. Czestos¢ homozygot Ser/Ser byta znamien-
nie wyzsza w grupie chorych na cukrzyce (15,7%)
niz w grupie kontrolnej (9,8%), p = 0,03. lloraz szans
rozwoju cukrzycy u tych pacjentéw wskazywat na
niemal 2-krotnie wyzsze ryzyko niz u pacjentéw nie-
bedacych homozygotami Ser/Ser. Polimorfizm w po-
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zycji 260 oraz haplotypy utworzone przez dwa ba-
dane polimorfizmy nie byly zwigzane z wystepowa-
niem cukrzycy typu 2.

WNIOSKI. Wyniki badania sugeruja, ze polimorfizm
Gly168Ser jest potencjalnym czynnikiem ryzyka cu-
krzycy typu 2 w populacji polskiej. Obserwacja ta
wymaga potwierdzenia w innych grupach etnicznych.

Stowa kluczowe: cukrzyca typu 2, GLP-1R, podioze
genetyczne cukrzycy

ABSTRACT

INTRODUCTION. The aim of the study was to search
for the association between Gly7168Ser and
Leu260Phe amino acid variants of the glucagon-like
peptide 1 receptor gene and type 2 diabetes in
a Polish population.

METHODS. 462 patients with type 2 diabetes and
428 healthy volunteers were genotyped by restric-
tion fragments length polymorphism method after
amplification of examined genome fragment by po-
lymerase chain reaction technique. The digestion
products were separated and visualized by electro-
phoresis on agarose gel containing ethidium bro-
mide. Statistical analysis involved chi-square test for
genotype-phenotype association and logistic regres-
sion for association of phenotype with haplotypes.
RESULTS. Ser/Ser homozygotes frequency in diabe-
tic patients group was significantly higher than in
control group (15.7% vs. 9.8%, p = 0,03). Odds ratio
of having type 2 diabetes in Ser/Ser carriers group
versus other genotype carriers showed almost two
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fold risk increase associated with this genotype. Po-
lymorphism in 260 amino acid position and haplo-
types of the analyzed polymorphisms were not
associated with type 2 diabetes.

CONCLUSIONS. The results of the study suggest that
polymorphism Gly168Ser may be potentially a risk
factor of the type 2 diabetes in Polish population.
This observation should be evaluated in other eth-
nic groups.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, GLP-1R,
genetic background of diabetes

Wstep

Cukrzyca typu 2 jest heterogennym zespotem
chorobowym, wywotywanym przez czynniki gene-
tyczne, srodowiskowe oraz ich wzajemne interakcje,
ktory charakteryzuje sie wzglednym niedoborem insu-
liny. Wydaje sig, ze mechanizm powstawania zaburzen
wydzielania dziatania insuliny w cukrzycy typu 2 ma
ztozony charakter [1].

Glukagonopodobny peptyd 1 (GLP-1, glucagon-
like peptide 1) wraz z glukozozaleznym polipepty-
dem insulinotropowym (GIP, glucose-dependent in-
sulinotropic peptide) nalezg do gtéwnych hormonéw
jelitowych, odpowiedzialnych za efekt inkretynowy [2].
Efekt ten polega na wzroscie produkgji insuliny po
przyjeciu positku droga doustna, nie wystepuje na-
tomiast po dozylnym podaniu glukozy. Uwaza sig,
ze efekt inkretynowy odpowiada za 50-70% popo-
sitkowego wzrostu produkcji insuliny [3]. Oprocz
wyrzutu insuliny, GLP-1 stymuluje proliferacje komo-
rek trzustkowych 8 oraz utylizacje glukozy w watro-
bie i miesniach szkieletowych, a takze zmniejsza ape-
tyt, dziafajgc centralnie [4].

U chorych na cukrzyce typu 2 efekt inkretyno-
wy jest uposledzony lub nawet catkowicie zniesio-
ny. Wiaze sie to z redukcjg wyrzutu GLP-1 w odpo-
wiedzi na positek, szczegdlnie w pdznej fazie popo-
sitkowej [5]. U pacjentéw z nieprawidiowa tolerancjq
glukozy popositkowy wyrzut GLP-1 jest wiekszy niz
w przebiegu cukrzycy, lecz mniejszy niz u oséb zdro-
wych. Dane te sugerowaty, ze suplementacja GLP-1
moze sie stac istotnym elementem terapii cukrzycy
typu 2, uzupetniajgcym w stosunku do zastosowa-
nej diety, klasycznych doustnych lekow przeciwcu-
krzycowych oraz insulinoterapii [6].

Poniewaz GLP-1 charakteryzuje sie krétkim cza-
sem poéttrwania, co wigze sie z szybkim rozktadem
enzymatycznym przez dipeptydylopeptydaze-1V, ko-
nieczne stafo sie opracowanie stabilnych analogéw

GLP-1. W badaniach stosowano na przyktad exena-
tyd i liraglutyd, podawane we wstrzyknieciach pod-
skornych, uzyskujac obnizenie glikemii popositkowej,
opdznienie oprdzniania zotadka oraz redukcje po-
dazy pokarméw. Exenatyd jest pierwszym lekiem
z grupy analogéw GLP-1 zarejestrowanym w Stanach
Zjednoczonych w 2005 roku, rejestracja liraglutydu
jest spodziewana w 2006 roku [2, 4].

Zaréwno endogenny GLP-1, jak i syntetyczne
analogi dziafaja, taczac sie ze specyficznym recepto-
rem (GLP-1R). To 463-aminokwasowe biatko nalezy
do rodziny receptoréw faczacych sie z biatkami G,
posiadajacych 7 domen przezbtonowych. Aktywa-
cja receptora prowadzi do wzrostu wewnatrzkomor-
kowego cAMP i aktywacji szlakow zaleznych od fos-
fokinazy A (PKA), powodujgcych nasilone zamyka-
nie kanatéw potasowych ATP-zaleznych, depolary-
zacje komorki, naptyw jonéw wapnia i zalezne od
CaZ* wydzielanie insuliny [7]. Poza zwigkszeniem
sekrecji insuliny dochodzi takze do nasilenia ekspre-
sji wielu genoéw, w tym kodujgcych insuline.

Istotng funkcje, jaka receptor ten petni w utrzy-
maniu homeostazy weglowodanowej, wykazano
w badaniach myszy transgenicznych z nieaktywnym
genem dla GLP-1R [8]. U myszy nieposiadajacych
czynnego genu oraz w mniejszym stopniu u myszy
posiadajgcych tylko jedng czynna kopie genu stwier-
dzono uposledzone wydzielanie insuliny w odpowie-
dzi na obcigzenie glukozg w poréwnaniu z myszami
dzikimi. Sugeruje to, ze nawet czesciowe uposledze-
nie sygnalizacji przez ten receptor moze wywotac
dysfunkcje komorek 8 trzustki.

Gen dla GLP-1R zawiera co najmniej kilka poli-
morfizmoéw zmieniajacych sktad aminokwasowy biat-
ka. Celem badania autoréw jest wykazanie, czy
u chorych na cukrzyce typu 2 czestos¢ genotypdéw
lub alleli polimorfizmow Gly168Ser lub Leu260Phe
jest inna niz u 0séb z grupy kontrolne;j.

W pracy dotyczacej chorych na cukrzyce w po-
pulacji japonskiej wykryto rzadkg mutacje,
Thr149Met w egzonie 5 GLP-1R (w ktérym lezy jeden
z badanych przez nas polimorfizmow, Gly168Ser),
ktora wigzata sie ze zmniejszeniem wydzielania in-
suliny, insulinowrazliwosci i zaburzeniem glikemii
popositkowej [9].

Interesujgca wydaje sie hipoteza, ze polimorfi-
zmy genu dla GLP-1R, zmieniajgce jego sekwencje
kodujgca, mogg modyfikowac liczne efekty biologicz-
ne, w tym efekt insulinotropowy wywierany przez
GLP-1, i w ten sposob wptywaé na prawdopodobien-
stwo wystagpienia cukrzycy typu 2 oraz efektywnosé
terapeutyczng analogéw GLP-1.
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Materiaty i metody

Materiat genetyczny

Analizowano materiat genetyczny pobrany od
462 pacjentow Katedry i Kliniki Choréb Metabolicz-
nych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskie-
go w Krakowie z rozpoznaniem klinicznym cukrzycy
typu 2. Grupe kontrolng stanowito 428 zdrowych
ochotnikéw, u ktérych cukrzyce typu 2 wykluczono
na podstawie oznaczenia glikemii na czczo. Rekru-
tacje do grupy kontrolnej prowadzono w taki sposéb,
aby preferencyjnie wtacza¢ do niej osoby z ujemnym
wywiadem rodzinnym w kierunku cukrzycy typu 2
wsrod krewnych pierwszego stopnia.

Kazda z os6b wchodzacych w sktad obu wspo-
mnianych grup wypetniata ankiete dotyczacg mie-
dzy innymi: dla chorych na cukrzyce — wieku rozpo-
znania choroby, sposobu leczenia, problemu jej prze-
wlektych powiktan; dla obu grup — wywiadu rodzin-
nego w kierunku cukrzycy typu 2 i innych zagadnien
medycznych. W badaniu wykorzystano aktualne kry-
teria i definicje Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO,
World Heath Organization) dotyczace rozpoznawa-
nia zaburzen tolerancji glukozy. W grupie kontrol-
nej prawidtowy metabolizm weglowodanéw wery-
fikowano na podstawie prawidfowej glikemii na
czczo. Ponadto u czesci oséb z tej grupy wykonano
test WHO z 75 g glukozy z oznaczeniem glikemii
i insulinemii na czczo i w 120. minucie badania [10].

Materiat genetyczny zostat zgromadzony przez
Klinike Chorob Metabolicznych w latach 1999-2006
[11,12].

Genotypowanie

W badanych grupach genotypowano 2 polimor-
fizmy GLP-1R: 1) G/A, Gly168Ser, w egzonie 5 (dbSNP
nr: rs6923761), oraz 2) A/C, Leu260Phe, w egzonie 7
(dbSNP nr rs1042044). Genotypowanie odbywato sie
w trzech etapach: namnazanie za pomocg PCR frag-
mentoéw DNA okalajacych badane polimorfizmy, cie-
cia uzyskanego produktu za pomoca specyficznych en-
zymow restrykcyjnych, rozdziatu elektroforetycznego
cietych produktéow PCR, na 3-procentowym zelu aga-
rozowym z dodatkiem bromku etydyny.

Do metody PCR uzyto specyficznych primeréw:
dla polimorfizmu Gly168Ser primera forward o se-
kwencji 5-TCTCTTTCTTGGTCTTGGTATCCCC oraz pri-
mera reverse o sekwencji 5'-CAACCTCATATTCTACG-
GTCAGGGC; dla polimorfizmu Leu260Phe uzyto pri-
mera forward o sekwencji 5'- CAGATAAAGTCCTTAG-
CACTAGCCC oraz primera reverse o sekwencji
5'-CAAGTACCATGTTAGAAGAGGGGTC. W czesci reakgji
zastosowano samokontrole w postaci reagentéw bez

materiatu genetycznego, w celu wykrycia ewentual-
nej przypadkowej kontaminacji probek. Podczas pro-
cedury uzyto termocyklera firmy Biometra oraz od-
czynnikdw, w tym polimerazy Taq firmy Qiagen.

Warunki reakcji PCR byty nastepujace: poczat-
kowa denaturacja w temperaturze 94°C przez 5 mi-
nut, a nastepnie 40 cykli obejmujacych denaturacje
w 94°C, przyczepienie primera w 55°C dla Gly168Ser
lub 53°C dla Leu260Phe oraz elongacje w 72°C. De-
naturacja, przyczepianie primeréw i elongacja w trak-
cie cykli trwaty 45 sekund kazda. Korncowym etapem
po 40 cyklach byta 10-minutowa elongacja.

Ciecie produktu PCR przeprowadzono za po-
mocg enzymow restrykcyjnych Dde | (Gly168Ser)
i Bbs | (Leu260Phe) zgodnie z instrukcjami produ-
centow (odpowiednio Q-biotech i Fermentas).

Uzyskane fragmenty restrykcyjne poddano elek-
troforezie na 3-procentowym zelu agarozowym
z uwidocznieniem produktéw za pomoca barwienia
bromkiem etydyny oraz z zastosowaniem dokumen-
tacji fotograficznej.

Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyto programoéw SAS
(wersja 9.1) oraz Haplostats. Projekt analizowano,
stosujgc metode badania oséb niespokrewnionych
(case-control study design) [np. 8, 9]. Do wykazania
zwigzku miedzy pojedynczymi polimorfizmami
a cukrzyca typu 2 na poziomie genotypdw uzyto te-
stu y2 (tab. 3 x 2 dla modelu addytywnego oraz
tab. 2 x 2 dla modelu dominujacego i recesywnego).
Do wykazania zwigzku pomiedzy haplotypami utwo-
rzonymi przez badane polimorfizmy a cukrzycg typu
2 uzyto testu regres;ji logistycznej. Wartosci p < 0,05
uznawano za znamienne statystycznie.

Wyniki

Podstawowe cechy demograficzne i bioche-
miczne badanych grup przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka kliniczna badanych grup

Grupa Chorzy
kontrolna na cukrzyce
typu 2
Pte¢ (% kobiet) 64 60
Wiek w chwili badania 53,7 59
BMI [kg/m?] 30,9 32,4
Cholesterol catkowity [mmol/I] 5,3 5,7
TG [mmol/l] 1,7 2,3

BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata; TG — triglicerydy
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Rycina 1. Przyktadowe rezultaty ciecia i elektroforezy oraz
sposéb odczytu wynikéw polimorfizmu Gly168Ser (G/A, eg-
zon 5, Genebank nrrs6923761) , nr 1 — homozygota nie-
cieta Gly/Gly 398 bp, nr 2 — heterozygota Gly/Ser 398 bp,
235 bp, 163 bp, nr 3 — homozygota cieta Ser/Ser 235bp,
163bp

W trakcie genotypowania dla polimorfizmu
Gly168Ser uzyskano nastepujacy obraz po wybarwie-
niu zelu bromkiem etydyny (ryc. 1): pojedynczy,
398 bp, dla homozygoty Gly/Gly; podwdjny, 235 bp
i 163 bp dla homozygoty Ser/Ser; potréjny, 398bp,
235bp i 163bp dla heterozygoty Gly/Ser. Natomiast
dla polimorfizmu Leu260Phe: pojedynczy, 395 bp,
dla homozygoty Leu/Leu; podwdjny, 266 bp i 129 bp
dla homozygoty Phe/Phe; potréjny, 395bp, 266bp
i 129bp dla heterozygoty Leu/Phe.

Analiza danych wykazata, ze rozktad genoty-
péw badanych polimorfizméw: G/A, Gly168Ser (eg-
zon 5, rs6923761) oraz A/C, Leu260Phe (egzon 7,
rs1042044) nie odbiega od réwnowagi Hardy’ego-
-Weinberga.

Analiza pojedynczych polimorfizméw wykaza-
ta, ze wariant Gly168Ser jest granicznie zwigzany
z wystapieniem cukrzycy typu 2 w ogdlnym te-
scie dla genotypoéw (p = 0,085) oraz w tescie Co-
chrana-Armitage dla trendu wptywu genotypéw
(p = 0,053).

Natomiast w przeprowadzonym tescie dla ge-
notypéw w modelu recesywnym, w ktérym genoty-
powi Ser/Ser przeciwstawiono dwa pozostate geno-
typy (Gly/Ser i Gly/Gly), wykazano, ze istnieje zwigzek

pomiedzy czestoscig badanego polimorfizmu a wy-
stepowaniem cukrzycy typu 2 (odpowiednio p = 0,03).

lloraz szans dla wystgpienia cukrzycy typu 2
u 0s6b posiadajacych dwie seryny w pozycji 168 wy-
nosi 1,72 (95-procentowy przedziat ufnosci 1,05-2,82).

Czestos¢ wystepowania genotypu Ser/Ser
w grupie 0s6éb z rozpoznaniem klinicznym cukrzycy
typu 2 w poréwnaniu z grupa kontrolna: 15,7% vs.
9,8%, p = 0,03.

Nie wykazano natomiast zwigzku miedzy po-
limorfizmem Leu260Phe a wystgpieniem cukrzycy
typu 2 w kazdym z badanych modeli, tj. w ogéinym
tescie dla genotypéw (p = 0,57) w tescie dla allel
(p = 0,43) oraz w tescie dla genotypow w modelu
recesywnym (p = 0,28).

Analiza haplotypdw nie wnosi wiecej informa-
¢ji ponad uzyskane w analizie pojedynczych polimor-
fizmow (Haplostats, Global Score Statistics p = 0,07).
Obecnos¢ allelu C (egzon 7) w haplotypie numer 1
(G-C) zmniejsza ryzyko cukrzycy typu 2, a w haploty-
pie numer 4 (A-C) — zwieksza, p < 0,05. Dla allelu G
(egzon 7) wartosci p sq nieznamienne. Zmiany te
wydaja sie ukierunkowane przez wptyw alleli poli-
morfizmu z egzonu 5 (tab. 2).

Dyskusja

Celem badania byto stwierdzenie, czy dwa zna-
ne uprzednio polimorfizmy zmieniajgce sekwencje ko-
dujacg w genie dla receptora glukagonopodobnego
peptydu 1 sg zwigzane z cukrzyca typu 2 w populacji
potudniowo-wschodniej Polski. Wykazano, ze obecnos¢
genotypu Ser/Ser w pozycji 168, w egzonie 5 recepto-
ra dla glukagonopodobnego peptydu 1, zwieksza nie-
mal 2-krotnie ryzyko cukrzycy typu 2 w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Genotyp Ser/Ser wystepowat zna-
miennie czesciej u chorych na cukrzyce typu 2 (15,7%)
niz u oséb z grupy kontrolnej (9,8%), p = 0,03.

Drugi badany polimorfizm, Leu260Phe, zloka-
lizowany w egzonie 7 GLP-1R, nie wykazat zwigzku

Tabela 2. Rozktad haplotypéw utworzonych z badanych polimorfizméw

Numer haplotypu Allel Allel Wartos¢ p Czestos¢ haplotypu (%)
polimorfizmu polimorfizmu Wszystkie Grupa Chorzy na

egzonu 5 egzonu 7 badane kontrolna cukrzyce
Gly168Ser Leu260Pro osoby typu 2

1 G C 0,049* 25,5 27,7 22,3

2 G G 0,63 42 42,1 40,8

3 A G 0,97 1,8 1,9 1,7

4 A C 0,02* 31 28,3 35,2

Test regresji logistycznej; * oznaczono p < 0,05; badana populacja = grupa kontrolna + chorzy na cukrzyce typu 2
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z cukrzyca typu 2 w zadnym z badanych modeli.
Réwniez analiza haplotypdéw utworzonych przez dwa
badane polimorfizmy pokazuje, ze jedynie polimor-
fizm Gly168Ser odpowiada za zwigzek z cukrzycg
typu 2, gdyz haplotypy nie wykazuja silniejszego
zwigzku (association) z cukrzyca.

Gtéwnym ograniczeniem naszego badania jest
fakt, ze nie wykazuje ono jednoznacznie, czy miedzy
polimorfizmem Gly168Ser a cukrzyca typu 2 istnieje
zwigzek przyczynowo-skutkowy. Mozliwe jest, ze
ryzyko rozwoju tej choroby zwigksza inny polimorfizm,
bedacy w nieréwnowadze sprzezen (linkage disequili-
brium) z badanym przez nas polimorfizmem [13].
Aby wyjasni¢ te kwestie, konieczne jest zbadanie in-
nych polimorfizmdédw wystepujgcych w tym genie.
Mozliwe jest to poprzez systematyczne sekwencjo-
nowanie genu u kilkudziesieciu pacjentow i okresla-
nie zwigzku kazdego ze znalezionych polimorfizmoéow
z cukrzyca typu 2. Alternatywnie mozliwe sg bada-
nia zwigzku tak zwanych polimorfizmoéw etykietuja-
cych (tagging SNPs) wybranych na podstawie danych
uzyskanych z projektu HapMap. Ostatecznie moze
sie okazac¢ konieczne wykonanie badan czynnoscio-
wych, na przyktad badan in vitro liczby wtérnych
przekaznikéw, produkowanych w wyniku stymulacji
receptoréw o ré6znym genotypie.

Gen GLP-1R nie wydaje sie szczegdlnie konser-
watywny u ludzi. W przywotywanym wczesniej ba-
daniu obejmujacym populacje japonska [9] wykryto
przynajmniej 5 polimorfizméw zmieniajgcych sekwen-
cje aminokwasowg biatka. Wigkszos¢ z nich wyste-
powata bardzo rzadko. Polimorfizm Tre149Met, kto6-
ry wystepowat u pacjenta z zaburzeniami wydziela-
nia insuliny i z insulinoopornoscia, byt zlokalizowa-
ny w drugiej domenie przezbtonowej. Sugeruje to,
ze domena ta jest szczegdlnie wazna dla prawidto-
wego funkcjonowania biatka.

Co ciekawe, badane przez nas polimorfizmy Gly
168 Ser i Leu260Phe sasiadujg bezposrednio z fragmen-
tami kodujgcymi domeny przezbtonowe GLP-1R. Do-
mena przezbtonowa | obejmuje aminokwasy 145-167,
a domena Il — aminokwasy 237-259. Obecnos¢
polimorfizmdéw w bezposrednim sasiedztwie domen
przezbtonowych moze wptywad na zdolnos¢ biatka
do faczenia sie z endogennym ligandem lub jego
analogami badz na zdolnos¢ ligandéw do stymula-
¢ji powstawania wtérnych przekaznikow. Wyniki na-
szych badan sugeruja, ze istotnie polimorfizm przy-
legajacy do pierwszej domeny przezbtonowej mo-
dyfikuje ryzyko wystapienia cukrzycy typu 2.

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu posze-
rzajg wiedze na temat genetycznych czynnikéw
ryzyka cukrzycy typu 2. Konieczne sg dalsze badania

w innych populacjach i grupach etnicznych. Analiza
polimorfizméw GLP-1R moze sie okazac¢ w przysztosci
przydatna dla farmakogenetycznej analizy zastosowa-
nia analogéw GLP-1 u chorych na cukrzyce typu 2. Przy-
szte badania wykazg, czy podstawg decyzji o rozpo-
czeciu terapii za pomoca analogéw oraz indywidu-
alizacji dawki u pacjentéw beda mogty by¢ wyniki
badania polimorfizméw genetycznych.

Informacje dodatkowe

Leszek Drabik, Elzbieta Hajto i Kazimierz Rajda
uczestniczyli w projekcie w ramach prac Studenc-
kiego Kota Naukowego przy Klinice Choréb Meta-
bolicznych CMUJ oraz Studenckiego Kota Naukowe-
go przy Katedrze Farmakologii CMUJ.
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