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Vztah polymorfizmov génov CDKALT a KCNQ1T k veku
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Sthrn: Uvod/ciel* Asociacia génov CDKALT a KCNQT s diabetes mellitus 2. typu (DM2T) bola potvrdena viacerymi celogénomovymi
asocia¢nymi Stidiami v kaukazskej aj 4zijskej populacii. U oboch génov sa predpoklada vplyv na riziko rozvoja DM2T prostrednictvom
poruchy inzulinovej sekrécie. Vychddzali sme z predpokladu, Ze pritomnost rizikovej alely méZe predisponovat k skorSiemu nastupu DM2T.
Ciefom nasej studie bolo zistit frekvenciu rizikovych alel polymorfizmov rs7756992 génu CDKALT a rs163184 génu KCNQT a analyzovat
ich vztah k veku stanovenia diagnézy DM2T v populdcii Slovenska. Metddy: V stibore 538 pacientov s DM2T boli urc¢ené genotypy poly-
morfizmu rs7756992 A/G génu CDKALT a polymorfizmu rs163184 G/T génu KCNQT metédou asymetrickej PCR s naslednou analyzou
krivky topenia. Antropometrické a laboratérne parametre boli vy3etrené standardnymi metédami. Vzhfadom na analyzu 2 génov bola
definovana pozadovand hladina Statistickej vyznamnosti na hladine p < 0,025. Vyisledky: Rizikovi homozygoti (GG) polymorfizmu KCNQ1
mali v recesivnom modeli o 2 roky vy3si priemerny vek diagnézy DM2T ako nosici alely T (GT + TT), ale hodnota Statistickej vyznamnosti
nedosiahla preddefinovant troveri. Pri polymorfizme génu CDKALT nebol pozorovany signifikantny rozdiel vo veku diagnézy DM2T medzi
jednotlivymi genotypmi. Zdver: V tejto Stidii sme nezistili vztah medzi sledovanymi polymorfizmami génov CDKALT a KCNQT a skorSim
vekom ndstupu DM2T v populdcii Slovenska.
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Relationship of the CDKAL1 and KCNQ1 gene polymorphisms to the age at diagnosis of type 2 diabetes in the Slovakian population

Summary: Background/aims: The association of CDKALT and KCNQ1 genes with type 2 diabetes mellitus (DM2T) was confirmed by sev-
eral genome-wide association studies in both Caucasian and Asian populations. For both genes, it is supposed that the risk of DM2T
development is related to impaired insulin secretion. Based on assumption that the presence of risk allele might predispose to an earlier
onset of DM2T, the aim of the present study was to assess the frequency of risk alleles of CDKAL7 rs7756992 and KCNQ1 rs163184 poly-
morphisms and to analyze their association with the age at DM2T diagnosis in the Slovakian population. Methods: CDKALT rs7756992
A/G and KCNQOT1 rs163184 G/T polymorphisms were genotyped using asymmetric PCR with subsequent melting curve analysis in a group
of 538 patients with DM2T. Anthropometric and laboratory parameters were determined by using standard methods. Since two genes
were analysed, the required level for statistical significance was defined as p < 0.025. Results: Risk homozygotes (GG) for KCNQT poly-
morphism had higher mean age of DM2T diagnosis by 2 years when compared to T-allele carriers (GT + TT) in a recessive model, but
the difference did not reach the predefined level of statistical significance. No relationship of CDKALT polymorphism to the age at onset
of DM2T diagnosis was observed. Conclusions: In the present study, no relationship of CDKALT and KCNQT polymorphisms to the earlier
onset of type 2 diabetes was observed.

Key words: type 2 diabetes mellitus - gene polymorphisms - CDKALT - KCNQ1 - age at diagnosis of diabetes

Uvod

Diabetes mellitus 2. typu (DM2T) je
komplexné ochorenie. Na jeho etio-
patogenéze sa podielaju viaceré gény
s malym uc¢inkom, medzigénové in-
terakcie, ako aj environmentdlne
vplyvy. V minulosti sa na zistovanie
genetickych faktorov komplexnych
ochoreni pouzivali pristupy identi-
fikacie kandidatskych génov a va-
zobnej analyzy. Posledné roky sa do
popredia dostali celogenémové aso-
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cia¢né stadie (genome-wide associa-
tion studies), ktoré umoznili identi-
fikovat velké mnozstvo vyznamnych
asociacii medzi urcitymi chromo-
zémovymi lokusmi a komplexnymi
ochoreniami. Prostrednictvom nich
boli potvrdené asocidcie DM2T
s predtym identifikovanymi kandi-
déatskymi génmi - TCF7L2, PPARG,
KCNJ11 a bolo objavenych viac ako
20 novych génov, ktorych polymor-
fizmy st spojené so zvySenym rizikom

rozvoja DM2T, medzi nimi aj gény
CDKALT a KCNO1.

CDKALT kéduje inhibitor cyklin de-
pendentnej kindzy 5 (CDKS). Ak-
tivny komplex p35/CDKS zniZuje
inzulinovd expresiu. Inhibicia akti-
vity tohto komplexu bréani destrukcii
B-buniek pocas glukotoxickych stavov
[1]. Niektori vedci predpokladaju, ze
patomechanizmus veddtci k rozvoju
DM2T je v pritomnosti rizikovych po-
lymorfizmov tohto génu sprostredko-
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vany prostrednictvom porusenej re-
guldcie bunkového cyklu [2]. Viaceré
stidie dokazali vplyv jeho polymor-
fizmov na zniZenie inzulinovej sekrécie
[3-6]. Niektoré publikdcie poukazuju
u urcitych varidcif tohto génu na po-
rusenu konverziu proinzulinu na inzu-
lin [7,8].

Gén KCNQ1 kéduje podjednotku
napdtim regulovaného (voltage-de-
pendent) draslikového kandla na-
chddzajiceho sa v pankreatickych
a myokardidlnych bunkdch. Prace
Unokiho et al poukazuji na najvic-
Siu expresiu KCNQT v srdci, pankre-
ase, vo vnutornom uchu a v men-
Som mnozstve aj v placente, plicach,
peceni a obli¢kdch [9]. Tento dras-
likovy kanal sa nachddza aj v bun-
kovych kultirach INS-1 produku-
jucich inzulin, kedZe inhibicia tohto
kanala sulfénamidovym analégom
sposobuje zvysenie inzulinovej sekré-
cie v pritomnosti tolbutamidu [10].
U laboratérnych zvierat so zniZzenou
funkciou tohto génu sa nepozorovala
hyperglykémia ani glukézovd intole-
rancia. Preto sa predpoklada, Ze za
rozvoj DM2T je zodpovedna zvysena
expresia tohto génu v pankreatickych
B-bunkach.

Polymorfizmy KCNQT boli asoci-
ované s DM2T vo vychododzijskej aj
kaukazskej populdcii, pricom vyssi
vplyv na riziko DM2T bol dokumen-
tovany v azijskej populacii [9,11,12].
V jednej $tddii bola pozorovand aso-
cidcia niektorych polymorfizmov
KCNQT1 so znizenim inkretinovej se-
krécie [13].

Pri géne TCF7L2, ktory je tesne aso-
ciovany s DM2T, bolo zistené, Ze nosici
rizikovych alel maju skorsi vek ndstupu
diabetu [14-16]. Vo vzfahu ku génom
CDKALT a KCNQ1 ndm $tidie analyzu-
juce vztah genotypu ku veku diagnézy
diabetu nie st zndme. Ciefom nasej
studie bolo zistit frekvenciu rizikovych
polymorfizmov a analyzovat vztah po-
lymorfizmu rs7756992 génu CDKALT
a polymorfizmu rs163184 génu KCNQ1
na vek nastupu DM2T v populdcii
Slovenska.
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Pocet

zeny (%)

vek (roky)

vek nastupu T2DM (roky)
véha (kg)

vyska (cm)

BMI (kg/m?)

obvod pésa (cm)

obvod bokov (cm)

WHR

systolicky tlak (mm Hg)
diastolicky tlak (mm Hg)
glykémia nala¢no (mmol/I)
HbA, (%)*

celkovy cholesterol (mmol/I)
LDL-cholesterol (mmol/I)
triacylglyceroly (mmol/I)
HDL-cholesterol (mmol/I)
lie¢cba DM2T

* diétno-rezimové opatrenia (%)
* perordlne antidiabetika (%)
e inzulin (%)

$tandardu DCCT).

Tab. 1. Klinicka charakteristika pacientov s DM2T.

Udaje sti uvedené ako median (25.-75. percentil) alebo v %.
*HbA,_- podla standardu IFCC: hornd hranica normy 4,2 % (zodpovedd 6,0 % podfa

538
53
62 (55-70)
54 (48-62)
84 (75-96)
168 (161-173)
30,1 (27,3-33,3)
103 (96-113)
111 (105-120)
0,90 (0,86-0,97)
140 (130-160)
80 (80-90)
7,5 (6,3-9,4)
5,2 (4,5-6,3)
4,6 (4,0-5,5)
2,6 (2,1-3,1)
1,6 (1,2-2,1)
1,2 (1,0-1,4)

16
66
18

Metédy
Pacienti
Do 3tudie bolo zaradenych 538 pa-
cientov s DM2T dispenzarizovanych
v 3 ambulancidch vychodného Sloven-
ska (Kosice, Presov). Diagndéza bola
zalozena na diagnostickych kritéridch
Americkej diabetologickej spolo¢nosti
[17]. Do studie neboli zaradeni diabe-
tici s dokdzanou autoimunitnou etiol6-
giou alebo 3Specifickymi typmi diabetu.
Anamnestické tdaje boli ziskané zo
zdravotnej dokumentécie a antropo-
metrické vy3etrenie (vy3ka, vaha, obvod
pasa, bokov, systolicky a diastolicky
krvny tlak) bolo doplnené v ramci bez-
nej diabetologickej kontroly. Dalej bol
odobraty materidl na zistenie labora-
térnych ddajov (glykémia nalacno, gly-
kovany hemoglobin, lipidovy profil)
a materidl na stanovenie DNA. Klinickd
charakteristika subjektov Studie je uve-
dend v tab. 1. Uéastnici vyjadrili infor-
movany sthlas s ti¢astou v stidii a Stadia
bola schvélena etickou komisiou Fakult-
nej nemocnice L. Pasteura v KoSiciach.

Genotypizicia
Genomickd DNA bola izolovana z pe-
riférnych leukocytov pouzitim stpravy
Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, USA).
Genotypizacia pri polymorfizme
rs7756992 CDKALT bola realizovana
pomocou PCR-RFLP za pouzitia pri-
merov: forward-primer: 57-CACT-
TCAGCCTCCCTAGTATCTA-37;
reverse-primer: 5 '-TTTAACACACAA-
GAATCCATAATCC-3 . Produkt PCR sa
Stiepil restrikénymi endonukleazami Bgl
[l (New England BiolLabs). Produkty sti-
epenia boli separované na 2% agarézo-
vom géli, G alela bola detekovana ako
fragment dlzky 599 bp, A alela v po-
dobe fragmentov 463 bp a 136 bp.
Genotypizdcia polymorfizmu
rs163184 génu KCNQT bola reali-
zovand na pristroji LightCycler 1.5
(Roche Applied Science, Nemecko)
asymetrickou polymerazovou retazo-
vou reakciou s neznacenou sondou
v pritomnosti farbiva LC Green Plus,
s naslednou analyzou krivky topenia.
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HWE - Hardy-Weinbergova rovnovéha

Tab. 2. Frekvencie genotypov a rizikovych alel pri polymorfizmoch génov
CDKAL1 a KCNQT u pacientov s DM2T.

Gen Genot A PE
polymorfizmus P @ (P)
CDKALT n AA Al ca
7756992
B v 486 222(46%) 222(46%) 42(8%) 031 0,19
KCNOT n GG ar T
S1938Y 38 146(27%) 261(49%) 131(24%) 0,51 0,50
G/T (27 %) (49 %) (24%) 0, ’

Podc¢iarknutd alela je rizikova v asocidcii s DM2T, RAF - frekvencia rizikovej alely,

Boli pouzité primery: forward-5"-CTT-
TGCTCTGTAACGGACTGGACCA-37;
reverse-5 -TCTGTGGAAAGGGGTT-
GCCATGC-3". V reakcii bola aj ne-
znacend sonda blokovand na 3~ konci
fosfitom prekryvajica polymorfné
miesto: 5 -TATGGAGTTTGGAG-
TAAAGAGAGA[Phos]3".
goti boli rozpoznavan( na zédklade od-

Heterozy-

lisného tvaru krivky topenia a rbézne
typy homozygotov na zdklade odlisnej
teploty topenia (Tm), pri¢om genotyp
GG mal nizsiu teplotu topenia ako ge-
notyp TT.

Statisticka analyza
Pri analyze 3tatistickej sily Stidie sme
vychadzali z ocakdvaného rozdielu

3 rokov vo veku diagnézy diabetu
medzi nosiémi rizikovych alel sledo-
vanych génov. Na dosiahnutie Statis-
tickej sily nad 80% pri tomto rozdiele
bolo potrebné zaradenie 500 pacien-
tov do stddie. Vzhladom na fakt, ze
sme vykonali analyzu 2 génov, sme po
Bonferroniho korekcii definovali poza-
dovan Statistickd vyznamnost na hla-
dine p <0,025. Hardyho-Weinbergovu
rovnovahu sme testovali pomocou
y*-testu. Porovnanie priemerného veku
ndstupu diabetu pri jednotlivych poly-
morfizmoch bolo vykonané za poutZitia
analyzy rozptylu (ANOVA) alebo nepa-
rového t-testu. Na vypocty boli pouzité
programy SPSS v.15 (SPSS, Chicago,
IL, USA) a SNPstats [18].

Tab. 3. Vek diagnézy DM2T v jednotlivych genotypovych skupinach sledo-
vanych polymorfizmov.
Gén Geneticky Poéet Por:ovna- Vek diagnézy
polymorfizmus model pacientov vanteyﬁc;no- DM2T P
dominantny 222 AA 54,6 + 10,4 0,84
264 AG+GG 54,8+ 10,0
CDKALT1 222 AA 54,6 + 10,4 0,88
rs7756992 aditivny 222 AG 54,6 £9,0
A/G 42 GG 55,3+ 11,0
) 444 AA+AG 54,6 + 10,1 0,62
recesiviy 42 GG 554+ 11,0
. 397 GG+GT 55,9 + 10,1 0,65
dominantny
131 T 54,5+ 10,5
KCNQO1 146 GG 56,3 +10,7 0,13
rs163184 aditivny 261 GT 54,2+9,7
G/T 131 ™ 54,5+ 10,4
) 392 GT+TT 54,3 + 10,0 0,05
ey 46 GG 56,3 + 10,7
Podciarknuta alela je rizikova. Udaje st uvedené ako priemer + Standardna odchylka.
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Vysledky

Frekvencie jednotlivych genotypov
sledovanych polymorfizmov génov
CDKALT a KCNQT1 boli v Hardy-Wein-
bergovej rovnovéhe. Frekvencia riziko-
vej alely G polymorfizmu rs7756992
CDKALT bola 31%, kym pri polymor-
fizme rs163184 KCNQ1 bola frekvencia
rizikovej alely G 51% (tab. 2).

Pri oboch polymorfizmoch nebol zis-
teny vplyv rizikovej alely na véasnejsi
vek diagnézy DM2T v Ziadnom z testo-
venych genetickych modelov - aditiv-
nom, dominantnom ani recesivnom.

Pri polymorfizme rs163184 génu
KCNQT1 bol v recesivnom modeli u ri-
zikovych homozygotov (GG) pozo-
rovany v rozpore s predpokladom
o 2 roky vy3si priemerny vek ndstupu
DM2T ako u nosicovalely T (GT +TT),
ale tento rozdiel nedosiahol predde-
finovanu hladinu Statistickej vyznam-
nosti. Podobne aj pri polymorfizme
génu CDKALT nedosahovali rozdiely
v priemernom veku ndstupu DM2T
medzi jednotlivymi genotypovymi sku-
pinami Statistickd vyznamnost v Ziad-
nom z testovanych genetickych mode-
lov (tab. 3).

Diskusia

V tejto Studii sme nezistili signifikantnd
asocidciu rizikovych alel polymor-
fizmov génov KCNQT a CDKALT s véas-
nej$im vekom diagnézy DM2T v popu-
lacii Slovenska.

Polymorfizmus rs163184 génu
KCNQ1 bol podla dostupnej litera-
tdry sledovany len v japonskej popu-
l4cii, v ktorej bola frekvencia rizikovej
alely 58%, ¢o bolo spojené so zvy3e-
nim rizika rozvoja DM2T o 33% [11].
Frekvencia rizikovej alely v nasej vzorke
pacientov s DM2T (51 %) bola o tro-
chu nizsia ako frekvencia v japonskej
populécii.

Rizikovda alela polymorfizmu
rs756992 génu CDKALT bola asocio-
vana so zvy$enym rizikom rozvoja DM2T
v kaukazskej populacii o 20% [6],
kym v dzijskej populacii 0 25-38% [3,4].
V kaukazskej populacii bola této alela
zastlipena v 25% a v azijskej popula-
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cii dosahovala jej frekvencia 42-50%
[3,4,6]. Zasttpenie rizikovej alely po-
lymorfizmu rs756992 v nasej popu-
lacii (31%) je podobné frekvencii ri-
zikovej alely referovanej v kaukazskej
populacii.

Z doteraz identifikovanych génov bol
v predchadzajucich stidiach pozoro-
vany signifikantny efekt génu TCF7L2
na nizsf vek ndstupu DM2T [14-16].
Vo francuzskej populacii mali rizikovi
homozygoti TT v priemere o 2,4 roka
skorsi nastup DM2T v porovnani s ne-
rizikovymi homozygotmi CC [14]. Po-
dobne v 3tidii GoDARTs, vykonanej na
skétskej populdcii, bol zisteny signifi-
kantny rozdiel medzi homozygotmi TT
a CC génu TCF7L2 vo veku diagnézy
DM2T, ktory predstavoval v priemere
1,4 roka [16].

Vysvetlenie chybania efektu sledova-
nych polymorfizmov na vcéasnejsi vek
nastupu DM2T moZe suvisiet so slab-
Sou asociaciou tychto génov s DM2T
ako pri géne TCF7L2, ktory ma zo viet-
kych doteraz identifikovanych kandi-
datskych génov najtesnejSiu asocia-
ciu s DM2T, ked riziko per alellam pri
polymorfizme rs7901346 bolo v celo-
genémovych asociaénych stiudidch zvy-
Sené skoro 0 40% [19].

Obmedzenim tejto 3tiidie moze byt
jej nedostato¢na Statistickd sila vyply-
vajuca z faktu, Ze pozorované rozdiely
v priemernych hodnotdch veku dia-
gnézy DM2T boli nizsie ako ocakavané
rozdiely. KedZe gény CDKALT a KCNQ1
maju vyraznejsi vplyv na rozvoj DM2T
v azijskej populdcii ako v kaukazskej
(vyssia frekvencia rizikovej alely, vyssie
riziko per allelam), na dékaz asocidcif
v nasej populacii mézu byt potrebné
vyssie pocty sledovanych subjektov.
Dalsiu limitaciu by mohla predstavo-
vat skutocnost, Ze vek diagnézy DM2T
sa nemusel vzdy zhodovat s vekom né-
stupu ochorenia. Vplyv tejto chyby
v8ak bol pravdepodobne rovnaky vo
vsetkych genotypovych skupinach.
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Zaver

V stihrne mozno kon3tatovat, Ze v pre-
zentovanej 3tidii nebol pozorovany
vztah medzi polymorfizmami génov
CDKALT a KCNQT1 a skorsim vekom
nastupu DM2T v populacii Slovenska.

Tato publikécia bola vytvorend za podpory
grantu VEGA 1/0380/10 (50%) a realiza-
ciou projektu ,,Centrum excelentnosti pre
vyskum aterosklerdzy a jej komplikdcii -
srdcového a mozgového infarktu (CEVA)“
na zaklade Operaéného programu vyskum
a vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu
regiondlneho rozvoja (50%).
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