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I. BEVEZETES

A cukorbetegség és szovédményei egyre nagyobb terhet jelentenek a tarsadalomnak.
Mérvado becslések szerint a cukorbetegség €s eldallapotainak mintegy Gtven szazalékos
emelkedésére szamithatunk. Nyilvanval6 a cukorbetegség gyakoribbé valasa maga utdn
vonzza a szovoédményeinek gyakoribb eldforduldsat is, amelyek alapvetden hatdssal
vannak a cukorbetegek életmindségére, és a hosszatavu talélestikre.

A cukorbetegség idiilt szovédményeit didaktikai szempontok alapjan, mikro- és
makrovaszkuldris szovédményekre szokds osztani. A mikrovaszkuldris szovédmények,
a retinopathia, a nephropathia és a neuropathia diabetes specifikusnak minésiil. A
makrovaszkularis szovédmények a stroke, a szivinfarktus és a periférids verdérbetegség
az atherosclerosis kiilonb6z6 megnyilvanulasi formai.

A mikrovaszkularis sz6vodmények koziil kiemelkedd jelentdségli a neuropathia, amely
a cukorbetegség rossz prognozisu szovoédménye és a cukorbetegek tobb, mint a felénél
idovel megjelenik. A diabéteszes periféridas neuropathiat (DPN) napjainkban a
diabéteszes 1ab legfontosabb koroki tényezdjének tartjuk. A fejlett ipari orszdgokban a
nem traumas eredetli als6 végtagi amputacid tobb, mint felét cukorbetegeknél végzik,
melyek koziil elsésorban a neuropathids eredetiick megeldzésére nyilna lehetdség,
id6ben torténd felismeréssel és megfeleld komplex kezeléssel. Az autonom neuropathia
tiinetegyiittesén beliil kiemelkedd jelentdségli a kardiovaszkularis autoném neuropathia
(CAN), melynek fennallasa 6tszorosére emeli a betegek kardiovaszkularis halalozasat.
A diabeteszes neuropathia létrejottének pontos mechanizmusa a folyamatosan béviilé
ismereteink ellenére még ma sem teljesen tisztazott. A patogenetikai hattér feltarasaban
az utobbi évek jelentds eldrelépést hoztak — kiilondsen gyors fejlédés zajlik a
molekuléris bioldgiai mechanizmusok megismerése terén-, egyes részkérdések azonban
még ma sem teljesen ismertek. Régota ismert, hogy a cukorbetegek egy csoportjaban
viszonylag hamar megjelennek a mikrovaszkularis sz6védmények, mig masokban nem,
vagy csak joval késobb. Valdszinli, hogy-e kiilonbség oka genetikai tényezdkben

keresendo.



1. CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. 2-es tipust cukorbetegségben szenvedd neuropathids és neuropathia mentes
betegeken teljes exom szekvendlds soran azonosithatok-e olyan genetikai
variansok, melyek fokozzak a neuropathia kialakulasanak a kockazatat.

2. 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd neuropathias és neuropathia mentes
betegeken teljes exom szekvendalds soran azonosithatok-e olyan genetikai

variansok, melyek csokkentik a neuropathia kialakulasanak a kockazatat.



111.MODSZEREK

ITILI.1. A betegbevalasztas feltételei

A vizsgalatunkba Osszesen 24 neuropathias (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/nd: 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.

Azon betegeket, akik a szivfrekvencia-valtozasok kimutatdsan alapuld paraszimpatikus
autondm reflextesztek eredményét befolyasold gyogyszereket (elsdsorban bétablokkolot
vagy nem-dihidropiridin kélcium-csatorna gatlot) szedtek, arra kértiikk, hogy e
gyogyszereket a vizsgalatok elvégzését megeldz6 48 oraban hagyjak ki.

Minden olyan beteget kizartunk a vizsgalatbol, aki akut interkurrens betegség (lazas
allapot, fertézés stb.) vagy anyagcsere-kisiklas (diabeteses ketoacidozis, diabeteses
hiperozmolaris allapot) miatt keriilt hospitalizaciora. Tovabbi kizarasi kritériumok
voltak az autondm vagy szenzoros funkcidt befolydsold egyéb betegség, mint
pajzsmirigy-vagy majbetegség, kronikus veseelégtelenség, autoimmun koérkép vagy
hematoldgiai rendellenesség, carpalis alagit szindréma, Parkinson-szindroma,
spondylosis vagy discopathia stb. fennallasa. A résztvevoket arra kértiik, hogy a
vizsgélatot megel6z6 12 Oraban tartdozkodjanak az erdteljes fizikai terheléstdl,
dohanyzastol, a koffein €s alkohol fogyasztasatol.

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

A vizsgalt alanyok elézetesen irdsos beleegyezd nyilatkozatukat adtak, emellett etikai

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



I11.2 Vizsgalati modszerek

111.2.1 A szenzoros neuropathia vizsgalata

A periférias szenzoros funkcid megitélésére a Neurometer-R, Q-sense késziiléket, a
Rydel-Seiffer-féle ~ kalibralt ~ hangvillat, valamint a  Semmes-Weinstein
monofilamentumot alkalmaztuk. A Neurometer-R késziilék az aramérzet kiiszobértékek
(current perception threshold: CPT) meghatarozasa révén alkalmas mindharom
szenzoros idegrosttipus miikodésének egyidejli vizsgalatara. Kisfesziiltségli elektromos
ingerlést alkalmazva a testfeliileten az aramérzet kiiszobértékeket (current perception
threshold, CPT) hatdroztuk meg. A vizsgéalatot mind a felsé (n. medianus), mind az alsé
végtagon (n. peroneus) harom kiilonb6zd frekvencian (2 kHz, 250 Hz, 5 Hz) végeztiik.
A Q-sense a ho- és a fajdalomérzet, ezaltal a vékony idegrostok mitkddésének
quantitativ ~ vizsgalatara alkalmas. A Rydel-Seiffer-féle kalibralt hangvilla a
vibracidérzésrol, tehat - a vezetési sebesség méréshez hasonldoan - a vastag rostok
érzés vizsgalatara alkalmas. A tlinetek gyakorisaganak és sulyossaganak a felmérésére a

Neuropathia Teljes Tiineti Skalat (Neuropathy Total Symptom Score-6) hasznaltuk.

111.2.2 A kardiovaszkularis auton6m neuropathia vizsgalata

A kardiovaszkularis autoném neuropathia kimutatasara Ewing altal standardizalt 6t
kardiovaszkularis reflexteszteket alkalmaztuk. A paraszimpatikus funkciot tiikr6z6
tesztek frekvenciavaltozason, mig a szimpatikus funkciot tiikrozé tesztek
vérnyomasvaltozason alapulnak.

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

noninvaziv vérnyomasméréssel.

111.2.3. Teljes exom szekvenalas

A teljes exom szekvenalast Thermo Ion GeneStudio S5 platformon végeztiik, amely

soran koriilbeliil 32 000 gén kodold szekvenciajat hataroztuk meg, amely betegenként



50 milli6 bazispart jelentett. A DNS-t periférias vérmintabol izolaltuk a Roche HighPure
DNA Isolation Kit alkalmazasaval, a gyartoi utasitasok figyelembe vételével. A varians
hivast és azonositast az Ion Reporter szoftver segitségével végeztilk a dbSNP, ClinVar,
gnomAD ¢és OMIM adatbazisok hasznalataval.

I11.3. Statisztikai elemzés

A teljes exom szekvenalast kovetdéen a variansokat az ANNOVAR szoftverrel
annotaltuk, amelyhez a dbSNP, ClinVar, gnomAD ¢s OMIM forrasokbol integraltuk az
adatbazis informaciokat. Az Integrative Genomics Viewer (IGV) alkalmazasaval
vizualizaltuk az adatokat. Az ismétlodo olvasatokat (readeket) a Picard segitségével
jeloltik meg. Az SNP-k a GATK segitségével keriiltek megallapitasra, a Variant Call
Format (VCF) fajlokat pedig a BCFtools-szal egyesitettiik, majd a SnpSift alkalmazas
segitségével annotaltuk. A varidns annotaciohoz hasznalt referencia adatbazis a dbSNP
hg38 build 151 volt, amelyet a NCBI dbSNP adatbazisbol toltéttiink le. A PLINK v1.9
alkalmazas segitségével végeztiik el a nyers VCF fajlok mindségellendrzését. A mintak
SNP- adatokon alapulé megjosolt nemét Osszehasonlitottuk a vizsgalt személyek
fenotipikus nemével. Az SNP-ket a hidnyozas arany, minor allél gyakorisag és Hardy-
Weinberg pontos teszt p-értékek alapjan szirtiik, a megfeleld kiiszobértékekkel (0,05,
0,01, 1e-10). Az asszociacios vizsgalatokat az R v4.0.3 alkalmazas segitségével
végeztiik el. A GENESIS R Bioconductor csomag alkalmazasat hasznaltuk a logisztikus
regresszios modell illesztéséhez. Az életkort, nemet és rokonsagot a modell becsléseiben
kontrollaltuk. Az utobbit egy Genetikai Kapcsolati Matrix (GRM) segitségével
korrigaltuk, amit az SNPRelate csomaggal hoztunk létre. A kvantilis-kvantilis plotot a
ggman R csomaggal hoztuk létre, a Manhattan plotot pedig a ggplot2 alkalmazéssal. Az
SNP-ket a logisztikus regresszid p-értékei alapjan mutatjuk be. Az Osszes statisztikai
szamitas az R v4.0.3 alkalmazassal tortént. A folytonos valtozokat atlaggal és szorassal
jellemeztiik. A statisztikai szignifikanciat a Mann-Whitney teszttel értékeltiik. A
kategorikus valtozokat gyakorisagként adtuk meg, ahol a kiilonbségeket a Fisher-féle
exact teszttel értékeltiik. Egy tesztet akkor tekintettiink szignifikdnsnak, ha a p-érték
0,05- nél kisebb volt.



IV.EREDMENYEK

Kutatdsunkba sikeresen azonositottunk olyan genetikai variansokat, amelyek
szignifikansan 0Osszefiiggésbe hozhatok a neuropathia fokozott (22-49-szeres)
kockazataval rs2032930 ¢és rs2032931 rec-Q-mediated (RMI2) génben, rs604349
myosin binding protein H like (MYBPHL) génben és csokkent (0.07-0,08-szoros)
kockazattal a rs91778 a multivescular body subunit (MVB12B) génben és a rs2234753
a retinoid acid X receptor alpha (RXRA) génben.

Osszevetettiik ezen genetikai variansok kapcsolatat az egyes klinikai paraméterekkel.
Szamos Osszefiiggést talaltunk a genetikai varidnsok és az idegfunkcio kozott. Az
rs2032930 genetikai varians szignifikans osszefiiggést mutatott a n. medianuson 5 (p =
0,042) és 250 Hz-en (p = 0,003), és a n. peroneuson az 5 Hz-en mért aramérzet
kiiszobértékekkel (p = 0,037), valamint a mélylégzés teszttel (p = 0,022) és NTSS6-tal
(p = 0,023). Az rs2032931 szignifikans 0sszefliggést mutatott a n. medianuson 250 Hz-
en (p = 0,003), tovabba a n. peroneuson 5 Hz-en (p = 0,037) mért aramérzet
kiiszobértékekkel, valamint a mélylégzés teszttel (p =0,022) és NTSS6-tal (p = 0,023).
Az rs604349 szignifikans Osszefiiggést mutatott a n.medianuson 2000 (p = 0,049), 250
(p = 0,018) és 5 Hz-en (p = 0,005) mért értékekkel, tovabba a Q-Sense melegérzet
kiiszobértékekkel (p = 0,042). Az rs917778 genetikai varians szignifikans Osszefliggést
mutatott a Q-sense hidegérzet kiiszobértékkel (p = 0,013). Az rs2234753 szignifikans
Osszefliggést mutatott a n. medianus 2000 Hz-en mért aramérzet kiiszobértékkel (p =
0,02), tovabba a mélylégzéses teszttel (p = 0,04), valamint a NTSS6-tal (p = 0,003).



V. KOVETKEZTETESEK

1. Kutatasunkban els6ként azonositottunk 5 olyan genetikai varianst (rs2032930 és
rs2032931 az RMI2 génbdl, rs604349 a MYBPHL génbdl, rs917778 az
MVBI2B ¢és 152234753 az RXRA génekbdl), amelyek hatdssal lehetnek a 2-€s
tipust cukorbetegekben a neuropathia kialakulasanak kockazatara.

2. Harom olyan genetikai varianst tudtunk azonositani (az RMI2 génben az
rs2032930 és rs2032931, valamint a MYBPHL génben az rs604349), amelyek a
diabeteszes neuropathia kialakulasanak kockazatat 22-49-szeresére novelik.

3. Vizsgalatunkban sikeriilt azonositani két olyan genetikai varianst (az MVB12B
génben az rs917778 és az RXRA génben az rs2234753), amelyek tgy tiinik,
hogy protektiv védelmet nyujthatnak a neuropathia kialakulasaval szemben, a
kockéazat 0,07-0,08-ra csOkkent.

4. Az rs2032930/rs2032931 genetikai varians a DPN és a CAN kialakulasanak
nagyobb kockazataval jar. Az rs604349 genetikai varians csak a Szenzoros
neuropathia kialakulasat befolyasolja.

5. Az rs917778 csokkenti a DPN, mig a rs2234753 genetikai varians mind a DPN,
mind a CAN kialakulasanak a kockazatat csokkenti.

6. Eredményeink nagyobb esetszamon torténd validalast kovetden, varhatoan olyan
Uj eredmények lesznek a kezlinkben, amelyekkel lehetdséget teremthetiink a
korai terapias ¢és prevenciés Dbeavatkozasokhoz, és késObbiekben Uj

gyogyszerfejlesztési célponttd is valthatnak.
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