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Původní práce

Úvod
Diabetes mellitus 2. typu (DM2T) je 
komplexné ochorenie. Na jeho etio-
patogenéze sa podieľajú viaceré gény 
s malým účinkom, medzigénové in-
terakcie, ako aj environmentálne 
vplyvy. V minulosti sa na zisťovanie 
genetických faktorov komplexných 
ochorení používali prístupy identi-
f ikácie kandidátskych génov a vä-
zobnej analýzy. Posledné roky sa do 
popredia dostali celogenómové aso-

ciačné štúdie (genome-wide associa-
tion studies), ktoré umožnili identi-
f ikovať veľké množstvo významných 
asociácií medzi určitými chromo-
zómovými lokusmi a komplexnými 
ochoreniami. Prostredníctvom nich 
boli potvrdené asociácie DM2T 
s predtým identif ikovanými kandi-
dátskymi génmi – TCF7L2, PPARG, 
KCNJ11 a bolo objavených viac ako 
20 nových génov, ktorých polymor-
f izmy sú spojené so zvýšeným rizikom 

rozvoja DM2T, medzi nimi aj gény 
CDKAL1 a KCNQ1.

CDKAL1 kóduje inhibítor cyklín de-
pendentnej kinázy 5 (CDK5). Ak-
tívny komplex p35/CDK5 znižuje 
inzulínovú expresiu. Inhibícia akti-
vity tohto komplexu bráni deštrukcii 
-buniek počas glukotoxických stavov 
[1]. Niektorí vedci predpokladajú, že 
patomechanizmus vedúci k rozvoju 
DM2T je v prítomnosti rizikových po-
lymorfi zmov tohto génu sprostredko-
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Súhrn: Úvod/cieľ: Asociácia génov CDKAL1 a KCNQ1 s diabetes mellitus 2. typu (DM2T) bola potvrdená viacerými celogénomovými 
asociačnými štúdiami v kaukazskej aj ázijskej populácii. U oboch génov sa predpokladá vplyv na riziko rozvoja DM2T prostredníctvom 
poruchy inzulínovej sekrécie. Vychádzali sme z predpokladu, že prítomnosť rizikovej alely môže predisponovať k skoršiemu nástupu DM2T. 
Cieľom našej štúdie bolo zistiť frekvenciu rizikových alel polymorfi zmov rs7756992 génu CDKAL1 a rs163184 génu KCNQ1 a analyzovať 
ich vzťah k veku stanovenia diagnózy DM2T v populácii Slovenska. Metódy: V súbore 538 pacientov s DM2T boli určené genotypy poly-
morfi zmu rs7756992 A/G génu CDKAL1 a polymorfi zmu rs163184 G/T génu KCNQ1 metódou asymetrickej PCR s následnou analýzou 
krivky topenia. Antropometrické a laboratórne parametre boli vyšetrené štandardnými metódami. Vzhľadom na analýzu 2 génov bola 
defi novaná požadovaná hladina štatistickej významnosti na hladine p < 0,025. Výsledky: Rizikoví homozygoti (GG) polymorfi zmu KCNQ1 
mali v recesívnom modeli o 2 roky vyšší priemerný vek diagnózy DM2T ako nosiči alely T (GT + TT), ale hodnota štatistickej významnosti 
nedosiahla preddefi novanú úroveň. Pri polymorfi zme génu CDKAL1 nebol pozorovaný signifi kantný rozdiel vo veku diagnózy DM2T medzi 
jednotlivými genotypmi. Záver: V tejto štúdii sme nezistili vzťah medzi sledovanými polymorfi zmami génov CDKAL1 a KCNQ1 a skorším 
vekom nástupu DM2T v populácii 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 CDKAL1 and KCNQ1 genes with type 2 diabetes mellitus (DM2T) was confi rmed 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 CDKAL1 rs7756992 and KCNQ1 rs163184 poly-
morphisms and to analyze their association with the age at DM2T diagnosis in the Slovakian population. Methods: CDKAL1 rs7756992 
A/G and KCNQ1 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 signifi cance was defi ned as p < 0.025. Results: Risk homozygotes (GG) for KCNQ1 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 predefi ned level of statistical signifi cance. No relationship of CDKAL1 polymorphism to the age at onset 
of DM2T diagnosis was observed. Conclusions: In the present study, no relationship of CDKAL1 and KCNQ1 polymorphisms to the earlier 
onset of type 2 diabetes was observed.
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vaný prostredníctvom porušenej re-
gulácie bunkového cyklu [2]. Viaceré 
štúdie dokázali vplyv jeho polymor-
fi zmov na zníženie inzulínovej sekrécie 
[3–6]. Niektoré publikácie poukazujú 
u určitých variácií tohto génu na po-
rušenú konverziu proinzulínu na inzu-
lín [7,8].

Gén KCNQ1 kóduje podjednotku 
napätím regulovaného (voltage-de-
pendent) draslíkového kanála na-
chádzajúceho sa v pankreatických 
a myokardiálnych bunkách. Práce 
Unokiho et al poukazujú na najväč-
šiu expresiu KCNQ1 v srdci, pankre-
ase, vo vnútornom uchu a v men-
šom množstve aj v placente, pľúcach, 
pečeni a obličkách [9]. Tento dras-
líkový kanál sa nachádza aj v bun-
kových kultúrach INS-1 produku-
júcich inzulín, keďže inhibícia tohto 
kanála sulfónamidovým analógom 
spôsobuje zvýšenie inzulínovej sekré-
cie v prítomnosti tolbutamidu [10]. 
U laboratórnych zvierat so zníženou 
funkciou tohto génu sa nepozorovala 
hyperglykémia ani glukózová intole-
rancia. Preto sa predpokladá, že za 
rozvoj DM2T je zodpovedná zvýšená 
expresia tohto génu v pankreatických 
-bunkách.

Polymorf izmy KCNQ1 boli asoci-
ované s DM2T vo východoázijskej aj 
kaukazskej populácii, pričom vyšší 
vplyv na riziko DM2T bol dokumen-
tovaný v ázijskej populácii [9,11,12]. 
V jednej štúdii bola pozorovaná aso-
ciácia niektorých polymorf izmov 
KCNQ1 so znížením inkretínovej se-
krécie [13].

Pri géne TCF7L2, ktorý je tesne aso-
ciovaný s DM2T, bolo zistené, že nosiči 
rizikových alel majú skorší vek nástupu 
diabetu [14–16]. Vo vzťahu ku génom 
CDKAL1 a KCNQ1 nám štúdie analyzu-
júce vzťah genotypu ku veku diagnózy 
diabetu nie sú známe. Cieľom našej 
štúdie bolo zistiť frekvenciu rizikových 
polymorfi zmov a analyzovať vzťah po-
lymorfi zmu rs7756992 génu CDKAL1 
a polymorfi zmu rs163184 génu KCNQ1 
na vek nástupu DM2T v populácii 
Slovenska.

Metódy
Pacienti
Do štúdie bolo zaradených 538 pa-
cientov s DM2T dispenzarizovaných 
v 3 ambulanciách východného Sloven-
ska (Košice, Prešov). Diagnóza bola 
založená na diagnostických kritériách 
Americkej diabetologickej spoločnosti 
[17]. Do štúdie neboli zaradení diabe-
tici s dokázanou autoimunitnou etioló-
giou alebo špecifi ckými typmi diabetu.

Anamnestické údaje boli získané zo 
zdravotnej dokumentácie a antropo-
metrické vyšetrenie (výška, váha, obvod 
pása, bokov, systolický a diastolický 
krvný tlak) bolo doplnené v rámci bež-
nej diabetologickej kontroly. Ďalej bol 
odobratý materiál na zistenie labora-
tórnych údajov (glykémia nalačno, gly-
kovaný hemoglobín, lipidový profil) 
a materiál na stanovenie DNA. Klinická 
charakteristika subjektov štúdie je uve-
dená v tab. 1. Účastníci vyjadrili infor-
movaný súhlas s účasťou v štúdii a štúdia 
bola schválená etickou komisiou Fakult-
nej nemocnice L. Pasteura v Košiciach.

Genotypizácia
Genomická DNA bola izolovaná z pe-
riférnych leukocytov použitím súpravy 
Wizard Genomic DNA Purifi cation Kit 
(Promega, Madison, WI, USA).

Genotypizácia pri polymorf izme 
rs7756992 CDKAL1 bola realizovaná 
pomocou PCR-RFLP za použitia pri-
merov: forward-primer: 5´-CACT-
TC AG C C TC C C TAG TATC TA - 3 ´ ; 
reverse-primer: 5´-TTTAACACACAA-
GAATCCATAATCC-3´. Produkt PCR sa 
štiepil reštrikčnými endonukleázami Bgl 
II (New England BioLabs). Produkty šti-
epenia boli separované na 2% agarózo-
vom géli, G alela bola detekovaná ako 
fragment dĺžky 599 bp, A alela v po-
dobe fragmentov 463 bp a 136 bp.

Genot ypizácia polymor f izmu 
rs163184 génu KCNQ1 bola reali-
zovaná na prístroji LightCycler 1.5 
(Roche Applied Science, Nemecko) 
asymetrickou polymerázovou reťazo-
vou reakciou s neznačenou sondou 
v prítomnosti farbiva LC Green Plus, 
s následnou analýzou krivky topenia. 

Tab. 1. Klinická charakteristika pacientov s DM2T.

Počet 538
ženy (%) 53
vek (roky) 62 (55–70)
vek nástupu T2DM (roky) 54 (48–62)
váha (kg) 84 (75–96)
výška (cm) 168 (161–173)
BMI (kg/m2) 30,1 (27,3–33,3)
obvod pása (cm) 103 (96–113)
obvod bokov (cm) 111 (105–120)
WHR 0,90 (0,86–0,97)
systolický tlak (mm Hg) 140 (130–160)
diastolický tlak (mm Hg) 80 (80–90)
glykémia nalačno (mmol/l) 7,5 (6,3–9,4)
HbA1c (%)* 5,2 (4,5–6,3)
celkový cholesterol (mmol/l) 4,6 (4,0–5,5)
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,6 (2,1–3,1)
triacylglyceroly (mmol/l) 1,6 (1,2–2,1)
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,2 (1,0–1,4)
liečba DM2T 
• diétno-režimové opatrenia (%) 16
• perorálne antidiabetiká (%) 66
• inzulín (%) 18

Údaje sú uvedené ako medián (25.–75. percentil) alebo v %. 
*HbA1c – podľa štandardu IFCC: horná hranica normy 4,2 % (zodpovedá 6,0 % podľa 
štandardu DCCT).

VL 2011-2.indb   156VL 2011-2.indb   156 21.2.2011   14:18:5821.2.2011   14:18:58



Vnitř Lék 2011; 57(2): 155– 158 157

Vzťah polymorfi zmov génov CDKAL1 a KCNQ1 k veku diagnózy diabetu 2. typu v populácii Slovenska

Výsledky
Frekvencie jednotlivých genotypov 
sledovaných polymorf izmov génov 
CDKAL1 a KCNQ1 boli v Hardy-Wein-
bergovej rovnováhe. Frekvencia riziko-
vej alely G polymorfi zmu rs7756992 
CDKAL1 bola 31 %, kým pri polymor-
fi zme rs163184 KCNQ1 bola frekvencia 
rizikovej alely G 51 % (tab. 2).

Pri oboch polymorfi zmoch nebol zis-
tený vplyv rizikovej alely na včasnejší 
vek diagnózy DM2T v žiadnom z testo-
vených genetických modelov – aditív-
nom, dominantnom ani recesívnom.

Pri polymorf izme rs163184 génu 
KCNQ1 bol v recesívnom modeli u ri-
zikových homozygotov (GG) pozo-
rovaný v rozpore s predpokladom 
o 2 roky vyšší priemerný vek nástupu 
DM2T ako u nosičov alely T (GT + TT), 
ale tento rozdiel nedosiahol predde-
fi novanú hladinu štatistickej význam-
nosti. Podobne aj pri polymorf izme 
génu CDKAL1 nedosahovali rozdiely 
v priemernom veku nástupu DM2T 
medzi jednotlivými genotypovými sku-
pinami štatistickú významnosť v žiad-
nom z testovaných genetických mode-
lov (tab. 3).

Diskusia
V tejto štúdii sme nezistili signifi kantnú 
asociáciu rizikových alel polymor-
fi zmov génov KCNQ1 a CDKAL1 s včas-
nejším vekom diagnózy DM2T v popu-
lácii Slovenska.

Polymorf izmus rs163184 génu 
KCNQ1 bol podľa dostupnej litera-
túry sledovaný len v japonskej popu-
lácii, v ktorej bola frekvencia rizikovej 
alely 58 %, čo bolo spojené so zvýše-
ním rizika rozvoja DM2T o 33 % [11]. 
Frekvencia rizikovej alely v našej vzorke 
pacientov s DM2T (51 %) bola o tro-
chu nižšia ako frekvencia v japonskej 
populácii.

Riziková alela polymor f izmu 
rs756992 génu CDKAL1 bola asocio-
vaná so zvýšeným rizikom rozvoja DM2T 
v kaukazskej populácii o 20 % [6], 
kým v ázijskej populácii o 25–38 % [3,4]. 
V kaukazskej populácii bola táto alela 
zastúpená v 25 % a v ázijskej populá-

3 rokov vo veku diagnózy diabetu 
medzi nosičmi rizikových alel sledo-
vaných génov. Na dosiahnutie štatis-
tickej sily nad 80 % pri tomto rozdiele 
bolo potrebné zaradenie 500 pacien-
tov do štúdie. Vzhľadom na fakt, že 
sme vykonali analýzu 2 génov, sme po 
Bonferroniho korekcii defi novali poža-
dovanú štatistickú významnosť na hla-
dine p < 0,025. Hardyho-Weinbergovu 
rovnováhu sme testovali pomocou 
2-testu. Porovnanie priemerného veku 
nástupu diabetu pri jednotlivých poly-
morfi zmoch bolo vykonané za použitia 
analýzy rozptylu (ANOVA) alebo nepá-
rového t-testu. Na výpočty boli použité 
programy SPSS v.15 (SPSS, Chicago, 
IL, USA) a SNPstats [18].

Boli použité primery: forward-5´-CTT-
TGCTCTGTAACGGACTGGACCA-3´; 
reverse-5´-TCTGTGGAAAGGGGTT-
GCCATGC-3´. V reakcii bola aj ne-
značená sonda blokovaná na 3´ konci 
fosfátom prekrývajúca polymorfné 
miesto: 5´-TATGGAGTTTGGAG-
TAAAGAGAGA[Phos]3´. Heterozy-
goti boli rozpoznávaní na základe od-
lišného tvaru krivky topenia a rôzne 
typy homozygotov na základe odlišnej 
teploty topenia (Tm), pričom genotyp 
GG mal nižšiu teplotu topenia ako ge-
notyp TT.

Štatistická analýza
Pri analýze štatistickej sily štúdie sme 
vychádzali z očakávaného rozdielu 

Tab. 2. Frekvencie genotypov a rizikových alel pri polymorfi zmoch génov 
CDKAL1 a KCNQ1 u pacientov s DM2T.

Gén
polymorfi zmus

Genotyp
RAF
(G)

HWE
(p)

CDKAL1
rs7756992

A/G

n AA AG GG

486 222 (46 %) 222 (46 %) 42 (8 %) 0,31 0,19

KCNQ1 
rs163184

G/T

n GG GT TT

538 146 (27 %) 261 (49 %) 131 (24 %) 0,51 0,50

Podčiarknutá alela je riziková v asociácii s DM2T, RAF – frekvencia rizikovej alely, 
HWE – Hardy-Weinbergova rovnováha

Tab. 3. Vek diagnózy DM2T v jednotlivých genotypových skupinách sledo-
vaných polymorfi zmov.

Gén
polymorfi zmus

Genetický 
model

Počet 
pacientov

Porovná-
vané geno-

typy

Vek diagnózy
DM2T

p

CDKAL1
rs7756992

A/G

dominantný
222 AA 54,6 ± 10,4 0,84
264 AG+GG 54,8 ± 10,0

aditívny
222 AA 54,6 ± 10,4 0,88
222 AG 54,6 ± 9,0
42 GG 55,3 ± 11,0

recesívny
444 AA+AG 54,6 ± 10,1 0,62
42 GG 55,4 ± 11,0

KCNQ1 
rs163184

G/T

dominantný 
397 GG+GT 55,9 ± 10,1 0,65
131 TT 54,5 ± 10,5

aditívny
146 GG 56,3 ± 10,7 0,13
261 GT 54,2 ± 9,7
131 TT 54,5 ± 10,4

recesívny
392 GT+TT 54,3 ± 10,0 0,05
146 GG 56,3 ± 10,7

Podčiarknutá alela je riziková. Údaje sú uvedené ako priemer ± štandardná odchýlka.
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Záver
V súhrne možno konštatovať, že v pre-
zentovanej štúdii nebol pozorovaný 
vzťah medzi polymorf izmami génov 
CDKAL1 a KCNQ1 a skorším vekom 
nástupu DM2T v populácii Slovenska. 
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cii dosahovala jej frekvencia 42–50 % 
[3,4,6]. Zastúpenie rizikovej alely po-
lymorf izmu rs756992 v našej popu-
lácii (31 %) je podobné frekvencii ri-
zikovej alely referovanej v kaukazskej 
populácii.

Z doteraz identifi kovaných génov bol 
v predchádzajúcich štúdiách pozoro-
vaný signifi kantný efekt génu TCF7L2 
na nižší vek nástupu DM2T [14–16]. 
Vo francúzskej populácii mali rizikoví 
homozygoti TT v priemere o 2,4 roka 
skorší nástup DM2T v porovnaní s ne-
rizikovými homozygotmi CC [14]. Po-
dobne v štúdii GoDARTs, vykonanej na 
škótskej populácii, bol zistený signifi -
kantný rozdiel medzi homozygotmi TT 
a CC génu TCF7L2 vo veku diagnózy 
DM2T, ktorý predstavoval v priemere 
1,4 roka [16].

Vysvetlenie chýbania efektu sledova-
ných polymorfi zmov na včasnejší vek 
nástupu DM2T môže súvisieť so slab-
šou asociáciou týchto génov s DM2T 
ako pri géne TCF7L2, ktorý má zo všet-
kých doteraz identifi kovaných kandi-
dátskych génov najtesnejšiu asociá-
ciu s DM2T, keď riziko per alellam pri 
polymorfi zme rs7901346 bolo v celo-
genómových asociačných štúdiách zvý-
šené skoro o 40 % [19].

Obmedzením tejto štúdie môže byť 
jej nedostatočná štatistická sila vyplý-
vajúca z faktu, že pozorované rozdie ly 
v priemerných hodnotách veku dia-
gnózy DM2T boli nižšie ako očakávané 
rozdiely. Keďže gény CDKAL1 a KCNQ1 
majú výraznejší vplyv na rozvoj DM2T 
v ázijskej populácii ako v kaukazskej 
(vyššia frekvencia rizikovej alely, vyššie 
riziko per allelam), na dôkaz asociácií 
v našej populácii môžu byť potrebné 
vyššie počty sledovaných subjektov. 
Ďalšiu limitáciu by mohla predstavo-
vať skutočnosť, že vek diagnózy DM2T 
sa nemusel vždy zhodovať s vekom ná-
stupu ochorenia. Vplyv tejto chyby 
však bol pravdepodobne rovnaký vo 
všetkých genotypových skupinách.
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