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I. BEVEZETES

A cukorbetegség ¢és szovodményei egyre nagyobb terhet jelentenek a tarsadalomnak. A
cukorbetegség idiilt szovodményeit, didaktikai szempontok alapjan, hosszi évek ota
kis-, és nagyér szovodményekre szokas osztani. A kisér szévodmények koziil
kiemelkedd jelentdségli a neuropathia, amely a cukorbetegség rossz prognozisu
szovodménye ¢és a cukorbetegek tobb mint a felénél iddvel megjelenik. Az autoném és a
szenzoros karosodas a progrediald neuropathia-formak koz¢ tartozik, amelynek klinikai

¢és prognosztikus jelentdsége az utobbi évtizedekben valt egyértelmive.

A vegetativ idegrendszert érintd karosodas rossz prognozisa egyértelmiien a
kardiovaszkularis autondm neuropathia kovetkezménye. Cukorbetegekben végzett
kovetéses vizsgalatok igazoltdk, hogy a kardiovaszkuldris autondém neuropathia
fennallasa 6tszorosére emeli a haldlozést.

A szenzoros neuropathidt napjainkban a diabeteses 1ab legfontosabb koroki
tényezdjének tartjuk. A fejlett ipari orszagokban a nem traumads eredetli also végtagi
amputaciok tobb, mint felét cukorbetegeken végzik, melyek koziil elsdsorban a
neuropathias eredetlick megeldzésére nyilna lehetdség, idoben torténd felismeréssel és
megfeleld komplex kezeléssel.

A cukorbetegek egy részében sulyosfoku neuropathia fordulhat eld tartosan kedvezd
anyagcserechelyzet mellett, mas betegekben — ritkabban — a tartésan kedvezdtlen
anyagcserehelyzet sem jar érdemi idegbantalommal. Ennek hatterében elsdsorban
genetikai eltérések szerepe tételezhetd fel.

A diabeteses neuropathia genetikai biomarkereirl nem allnak rendelkezésre hatarozott
informaciok, bar az elérhetd adatok alatdmasztjak a genetikai fogékonysagot, €s hasznos
betekintést  nyujthatnak a  cukorbetegség  szovOdményének  patogenetikai
mechanizmusaiba.

Azonban az adatok korantsem elégségesek ¢s nem nélkiilozik a széleskorii, legalabb
teljes exom szintli (WES) megkozelitést, amely ma mar elengedhetetlen.

Korabbi tanulmanyunk sordn sikeresen azonositottunk olyan genetikai variansokat teljes
exom szekvenalds sordn, amelyek 0gy tlinik, hogy befolydssal vannak a diabeteses

neuropathia kialakuldsanak a kockazatdra. 3 olyan genetikai varianst melyek a



neuropathia kialakuldsdnak a kockazatdt 20-49 szeresére novelik, illetve 2 olyan

genetikai varianst, melyek ugy tlinik, hogy protektiv hatasuak.



II. CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1.

2.

Teljes exom szekvenalas sordn azonosithatok-e tovabbi olyan genetikai
variansok, melyek fokozzdk a neuropathia kialakulasanak a kockazatat 2-es
tipusi cukorbetegségben szenvedd neuropathids és neuropathia mentes

betegeken.

Teljes exom szekvenalas sordn azonosithatok-e tovabbi olyan genetikai
variansok, melyek csokkentik a neuropathia kialakulasanak a kockazatat 2-es
tipustt cukorbetegségben szenvedd neuropathids ¢€s neuropathia mentes

betegeken.



1. MODSZEREK
I1I.1. A betegbevalasztas feltételei

Tanulményunkba 0sszesen 24 neuropathids (férfi/nd: 17/7; atlagéletkor: 66.5+£9,27 év;
BMI: 31.5+5,0 kg/m?; atlagos diabetestartam: 10,3+6,2 év; HbAlc: 7,49+1,09%;) és 24
neuropathia mentes (férfi/né: 13/11; atlagéletkor: 56,2+10,8 év; BMI: 30,0+5,2 kg/m?;
atlagos diabetestartam: 13,2+7,5 év; HbAlc: 7,04£1.0%;) 2-es tipusi cukorbeteg
bevonasara kertilt sor.

Tanulményunk soran szenzoros neuropathidsnak tekintettlink azon cukorbetegeket,
akiknek legalabb két koros mérési eredményiik volt felsé vagy also6 végtagon, illetve
kardiovaszkularis autoném neuropathidsnak azon cukorbetegeket, akiknél legalabb egy
kardiovaszkularis reflexteszt korosnak bizonyult. Azon betegeket, akik a
szivfrekvencia-valtozasok kimutatdsan alapuld paraszimpatikus autondém reflextesztek
eredményét befolyasold gyogyszereket (elsdsorban bétablokkoldét vagy nem-
dihidropiridin kélcium-csatorna gatlot) szedtek, arra kértiik, hogy e gyodgyszereket a
vizsgalatok elvégzését megel6z6 24 draban hagyjak ki.

Minden olyan beteget kizdrtunk a vizsgélatbol, aki akut interkurrens betegség (lazas
allapot, fertézés stb.) vagy anyagcsere-kisiklas (diabeteses ketoacidozis, diabeteses
hiperozmolaris 4llapot) miatt keriilt hospitalizaciora. Tovabbi kizarasi kritériumok
voltak az autondm vagy szenzoros funkcidt befolyasold egyéb betegség, mint
pajzsmirigy-vagy majbetegség, kronikus veseelégtelenség, autoimmun korkép vagy
hematologiai rendellenesség, carpalis alagit szindréma, Parkinson-szindroma,
spondylosis vagy discopathia stb. fennallasa. A résztvevoket arra kértiik, hogy a
vizsgélatot megel6zd 12 Oraban tartdozkodjanak az erdteljes fizikai terheléstol,
dohanyzastol, a koffein és alkohol fogyasztasatol.

Minden beteg a betegvizsgélat soran szinuszritmusban volt, a nyugalmi EKG minden
esetben normalis volt.

A vizsgalt alanyok eldzetesen irasos beleegyezd nyilatkozatukat adtdk, emellett etikai

engedélyt kértiink (37596-8/2018/EUIG).



I11.2 Vizsgalati modszerek
I11.2.1 A szenzoros neuropathia vizsgalata

A periférias szenzoros funkcid megitélésére a Neurometer, a Medoc-, és a Q-Sense
késziiléket, a Rydel-Seiffer-féle kalibralt hangvillat, valamint a Semmes-Weinstein
monofilamentumot alkalmaztuk.

A Neurometer késziilék kisfesziiltségli elektromos ingerlést alkalmazva az aramérzet
kiiszobértékek (current perception threshold: CPT) meghatarozésa révén alkalmas
mindhdrom szenzoros idegrosttipus mitkkodésének egyidejii vizsgalatara. A vizsgalatot
mind a felsd (n. medianus), mind az als6 végtagon (n. peroneus) harom kiilonb6zo
frekvencian (2 kHz, 250 Hz, 5 Hz) végeztiik.

A Medoc rendszeren beliil a TSA II rendszer a hd- és a fajdalomérzet, ezaltal a vékony
idegrostok, mig a VSA 3000 rendszer a vibracioérzet, azaz a vastag idegrostok
mikodésének kvantitativ vizsgalatara alkalmas.

A Q-Sense a Medoc TSAII-VSA diagnosztikus eszkdz, hordozhato, vékonyrost-
funkciokra fokuszalt valtozata, amely melegérzet-, f4jdalmas melegérzetkiiszob, illetve
hidegérzetkiiszob megallapitdsara alkalmas. A melegérzés-modalitast alapvetéen a
vékony, myelinizalatlan C-tipusu rostok, a hidegérzetet pedig a vékony, myelinizalt A-
delta tipust rostok kozvetitik, igy az eszkoz kivaloan alkalmas a vékony rostok
funkcionalis allapotanak jellemzésére.

A Rydel-Seiffer-féle kalibralt hangvilla a vibracioérzésrol, tehat - a vezetési sebesség
Weinstein monofilamentum a protektiv érzés vizsgalatara alkalmas.

A tiinetek gyakorisdganak és sulyossaganak a felmérésére a Neuropathia Teljes Tiineti

Skalat (Neuropathy Total Symptom Score-6) hasznaltuk.

I11.2.2 A kardiovaszkularis autonom neuropathia vizsgalata

A kardiovaszkuladris autondm neuropathia kimutatasdra Ewing altal standardizélt 6t
kardiovaszkularis reflexteszteket alkalmaztuk. A paraszimpatikus funkciot tikr6zo
tesztek frekvenciavaltozdson, mig a szimpatikus funkciot tikr6zé tesztek

vérnyomasvaltozason alapulnak. A legijabb nemzetk6zi ajanldsa koradbbi 6t



kardiovaszkuldris reflexteszt helyett négy teszt elvégzését javasolja, a handgrip teszt
alacsony szenzitivitdsa és a cukorbetegekben gyakori hypertoniatol igazolt fliggdsége
miatt. 2009-ben megkezdett vizsgalataink kdzben ugyanakkor nem tiint indokoltnak a

metodika modositasa, igy a handgrip tesztet is valamennyi beteg esetében elvégeztiik.

A vizsgélatokat Cardiosys H-01 késziiléken végeztik 12-elvezetéses EKG-vel és

noninvaziv vérnyomasméréssel.

I11.2.3. Teljes exom szekvenalas

A teljes exom szekvenaldst Thermo Ion GeneStudio S5 platformon végeztiik, amely
soran koriilbeliil 32 000 gén koédold szekvenciajat hataroztuk meg, amely betegenként
50 milli6 bazispart jelentett. A DNS-t periférias vérmintabol izolaltuk a Roche HighPure
DNA Isolation Kit alkalmazasaval, a gyart6i utasitdsok figyelembe vételével. A varians
hivast és azonositast az Ion Reporter szoftver segitségével végeztiik a dbSNP, ClinVar,

gnomAD ¢és OMIM adatbézisok hasznalataval.
II1.3. Statisztikai elemzés
Bioinformatikai és statisztikai modszerek

A variansok annotdcidja az ANNOVAR szoftver (2019. dec. 3-i allapot) segitségével
tortént, amely integralja a dbSNP, ClinVar, gnomAD ¢és OMIM adatbéazisok
informacioit. A leolvasott read-ek vizualizédlasdhoz az Integrative Genomics Viewer
(IGV) eszkdzt hasznaltuk. A duplikalt read-eket a Picard szoftverrel jeldltiik meg. Az
SNP-k hivasa GATK Variant Call Format (VCF) fjlokba tortént, amelyeket BCFtools-
szal egyesitettiink, majd a varidnsokat SnpSift segitségével annotaltuk.

amelyet az NCBI dbSNP adatbazisbol toltottiink le.

A nyers VCF fajlok mindségellendrzéséhez a PLINK v1.9 szoftvert hasznaltuk. Az
egyének fenotipusos nemét Osszevetettiik az SNP-adatok alapjdn meghatarozott
prediktiv nemmel. Az SNP-k szlirését a hianyzasi arany (missingness rate), a minor allél
gyakorisadg (minor allele frequency, MAF) és a Hardy-Weinberg egyensulyi teszt pontos
p-értékei alapjan végeztiik, 0,05, 0,01 és 1 x 107" kiiszobértékek alkalmazasaval. A



ki.

Az asszociacids tesztelést R v4.0.3 programkornyezetben végeztiik, a logisztikus
regresszios modellek illesztéséhez a GENESIS R Bioconductor csomagot alkalmaztuk.
Az esetleges zavard hatdsok kikiiszobdlése ¢és a mindségellendrzési elemzés soran
azonositott lehetséges asszociacid miatt a modell becsléseit életkorral, nemmel és
rokonsagi kapcsolatokkal korrigaltuk. Az utdbbihoz a genetikai rokonsagi matrixot
(GRM) a SNPRelate csomag segitségével generaltuk.

A Quantile-Quantile-plotot a qgman R csomaggal, mig a Manhattan-plotot a ggplot2
segitségével készitettiik el. A négy legjelentésebb SNP-t a logisztikus regressziods p-
értékek alapjan rangsoroltuk.

Minden statisztikai szdmitast R v4.0.3 kornyezetben végeztiink. A folytonos valtozokat
atlag + szoras formajaban mutatjuk be. A statisztikai szignifikanciat Mann—Whitney-
probaval értékeltiik. A kategoriavaltozokat gyakorisdgként abrazoltuk, az eltérések
vizsgalatahoz  Fisher-féle exact tesztet alkalmaztunk. A  teszteredményeket

szignifikansnak tekintettiik, ha a p-érték kisebb volt, mint 0,05.



IV. EREDMENYEK

Azonositottunk tovabbi nyolc genetikai varianst, amelyek szignifikans Osszefliggést
mutatnak a diabeteses neuropathia kialakuldsanak fokozott kockéazataval.

1. Harom varianst azonositottunk a titin génben. Az 1s922984 egy benignus missense
varidns, mig az rs2291313 ¢és rs4471922 intronikus SNP-k. Ezek az SNP-k a
neuropathia kockézatat 22-26-szorosara ndvelik. A titin felelds a harantcsikolt izom
passziv rugalmassagadnak meghatarozasaért, fenntartja a szarkomer szerkezetét, és
jelatviteli funkciokat lat el. Ezenkiviil jelentds szerepet jatszik a sziv diasztolés
funkcidjdban. Kordbbi tanulmanyokban patkanyok cardiomyocytdiban a merev N2B-
titin izoforma ardnydnak a novekedését irtak le az inzulin hatdsara, ami karosithatja a
sziv  kontraktilis funkcidjat, diasztolés diszfunkcibhoz vezet. 2-es tipust
cukorbetegségben echocardiographias vizsgalatokon alapuld eredmények szerint a
betegség lefolyasa soran eleinte a bal kamrai diasztolés funkcio karosodasa figyelhetd
meg megtartott  szisztolés funkcid mellett, mely ugyanakkor szisztolés
szivelégtelenséghez hasonldan fokozott mortalitassal jar. Ezek a genetikai varidnsok
kozvetetten befolyasolhatjdk a diabeteses cardyomiopathia jelenlétében megfigyelt
diasztolés diszfunkciot.

2. Az 136086563 egy intronikus SNP a foszfolipdz C-beta 1 génben és a diabeteses
neuropathia kockézatat 26-szorosara noveli. A PLCB1 protein kulcsszerepet jatszik a
kiilonféle intracellularis jelatviteli Utvonalakban, beleértve a neurotranszmitterek
intracellularis transzportjat az inozitol-foszfolipid jelatviteli Gton keresztiil. A diabeteses
betegeknél megfigyelt myoinozitol kimeriilés és az inozitol metabolizmus zavarai
Osszefliggésbe  hozhatok az  inzulinrezisztencidval ¢és a  microvascularis
szovodményekkel. Az rs6086563 SNP befolyasolhatja a myoinozitol depléciot, ezzel
potencidlisan ndvelve a neuropathia kockéazatat.

3. Az 154241602 egy intronikus SNP a Cyclin I génben. A kockazat novekedése 24-
szeres. A Cyclin [-Cdk5 komplex kritikus antiapoptotikus faktorként miikodik
termindlisan differencialt sejtekben. A CdkS5 aktivitdsa Osszefiiggésben all a neuronalis
apoptozissal, és befolyasolja a fajdalomérzékelést. A Cdk5 fokozott aktivitisa a
neuronokban megndveli a fajdalomérzékenységi kiiszobot, €s hozzajarul az allodinia

kialakulasahoz.



4. Az 152396295 ¢és 1s892204 intronikus SNP-k a sejtosztddasi ciklus 34 génben. A
CDC34 egy ubikvitin-konjugalé enzim. F& szerepe a sejtciklus progresszidjanak
szabalyozasaban van. Az endothelsejtekben a CDC34 ¢és az ubikvitin-proteoszoma
rendszer mas komponensei altal kozvetitett sejtciklus szabalyozas alapveté az endothel
homeosztazis, az érrendszeri integritds és az angiogén kapacitds fenntartdsdhoz. A
CDC34 diszregulacidja koros endothel proliferacibhoz vezethet, ami karositja az
érrendszeri funkciot €s hozzéjarulhat a diabeteses vasculopathia kialakulasahoz.

5. Az 156682221 egy szekvencia varians, amely az anti-proliferation factor 2 gén 5'-
végén, a transzkripcios kezdéhely 1000 bazisparjan beliil talalhato, tehat egy upstream
varians. Ez a varians védd hatdsunak bizonyult, a neuropathia kockézatat korilbeliil
0.045-re csokkentette. A BTG2 kulcsszerepet jatszik a sejtproliferacioban, apoptdzisban
¢és sejtregulacioban. Szerepet jatszik a neuronalis ndvekedés szabalyozasaban is. Az
eredmények arra utalnak, hogy az rs6682221 SNP szerepet jatszhat a neurondlis
regeneracid mechanizmusaban, ami magyardzhatja a neuropathia ellen nyujtott védo

hatasat.

Az 1. tdblazatban lathato a 8 legerdsebb szignifikanciat mutatd genetikai varians, illetve,
hogy melyik génben és kromoszéman taldlhatok. A tablazatban lathaté a minor
allélgyakorisdg az eurdpai populacioban, illetve az OR alapjan lathatd a neuropathia

kialakulasanak esélye.)
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Tablazat 1. A teljes exomszekvenalds eredményei, az azonositott genetikai varidansok, azok kromoszomadlis lokalizacidjaval,

varianspozicidjaval, referenciaallél-gyakorisagaval és a neuropathia kockazataval 6sszefliggd esélyhdnyadosaival (OR).

Logisti
Reference Allele . L. 08's TC
Reference/ Frequency (MAF) Logistic Regression | OR for
Variant ID | Alternative Position Gene 1 y Regression | Estimate (B) |Referenc|p Value
of European )
Allele : Estimate (B) Standard e Allele
Population *
Error
922984 e |PEL7ETSI60) oy 0.070 3.248 0.989 26.69 | 0.001
T . . . . .
s (GRCh38.p14)
chr2:178767983
2291313 T/C TTN 0.202 2.304 0.738 22.65 0.002
s f (GRCh38.p14)
4471922 g |Chr1787685711 0.205 2304 0.738 2265 | 0.002
T . . . . .
s (GRCh38.p14)
6086563 C/G chr20:8722498 PLCB1 0.243 2.787 0.855 25.99 0.001
T . . . . .
s (GRCh38.p14)
chr4:77066198
4241602 A/G CCNI 0.081 4.020 1.264 24.01 0.001
s / (GRCh38.p14)
chr19:536437
2396295 A/G CDC34 0.088 3.213 0.996 25.16 0.001
i / (GRCh38.p14)
chr19:536900
892204 G/A CDC34 0.081 3.213 0.996 25.16 0.001
i / (GRCh38.p14)
chr1:203305408
6682221 C/A BTG2 0.099 -2.761 0.893 0.045 0.002
i / (GRCh38.p14)




V. KOVETKEZTETESEK

1. Kutatasunkban els6ként azonositottunk tovabbi 8 olyan genetikai varidnst,
amelyek hatassal lehetnek a 2-es tipusu cukorbetegekben a neuropathia
kialakuldséanak kockazatéra.

2. 7 olyan genetikai varianst tudtunk azonositani (az 1s922984, rs2291313 ¢és
rs4471922 variansok a titin génben, a r1s6086563 foszfolipaz C-béta 1 génben, a
rs4241602 varians cyclin I génben, valamint a 1s2396295 ¢és rs892204 a
sejtosztodasi ciklus 34 génben), amelyek a diabeteszes neuropathia
kialakuldsédnak kockéazatat 22-26-szoroséra novelik.

3. Vizsgalatunkban sikeriilt azonositani egy olyan genetikai varianst (az rs6682221
SNP-t az anti-proliferacios faktor 2 génben), amelyek gy tiinik, hogy protektiv
védelmet nytjthat a neuropathia kialakulasaval szemben, a kockézat 0,045-re
csokkent.

4. Eredményeink fényt derithetnek a diabeteses neuropathia pontosabb
pathomechanizmusara, 1j lehetoségeket nyithatnak a korai prevencios
beavatkozasra, valamint diagnosztikus és/vagy terapias célpontokat jelolhetnek

ki.
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