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Roviditésjegyzék

PD: Parkinson’s disease; Parkinson kor

SNP: single nucleotide polymorphism, egypontos nukleotid-polimorfizmus

GWAS: genome wide association study; teljes genom asszociacios tanulmany

IncRNA: long non-coding RNA; hosszi nem-kodolé RNS

NEAT1: Nuclear Enriched Abundant Transcript 1; Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript
1

i.p.: intraperitonealis

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

SFN: szulforafan

MPP+: 1-metil-4-fenilpiridinium

PQ: parakvat

RFLP: restriction fragment lenght polymorphism; restrikcids fragment hossz polimorfizmus
RT-qPCR: quantitative reverse transcription polimerase chain reaction; kvantitativ valos idejii
polimeraz lancreakcio

TUG1: Taurine up-regulated gene 1

WB: western blot

mtDNS: mitokondrialis DNS

LD: linkage disequilibrium; kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansag

LOPD: late onset PD; kés6i kezdetii PD

DBS: deep brain stimulation; mélyagyi stimulaciods kezelés

LDD: long disease duration; hosszl betegségtartam

HSF1: Hosokk faktor 1



1. Bevezetés

A Parkinson kor (PD; Parkinson’s disease) vilagszerte a masodik leggyakoribb
neurodegenerativ betegség. A betegségre jellemzd f6 motoros tiinetek - tremor (remegés),
bradikinézia (mozgas meglassulasa) és rigiditds (izommerevség) — megjelenéséhez a
substantia nigra dopaminerg sejtjeinek pusztulasa vezet. Diagndzis a motoros tiinetek
jelenléte esetén lehetséges, amikorra azonban a dopaminerg neuronok tobbsége mar
elpusztult. A PD kezelése napjainkban is csak tiineti és intenziv kutatas folyik a hatterében
allo pathomechanizmusok pontosabb megismerésére és 0j terapids célpontok azonositasara
[1]. Tekintettel a kor gyakorisagara, sulyos tiineteire, diagnosztikus teszt és definitiv terapia
hianyara, kiemelt fontossagii a diagnozis felallitasat eldsegité biomarkerek és Uj terapias
célpontok azonositasa.

A PD egy multifaktorialis megbetegedés, kialakulasaban kornyezeti és életmddbeli
tényez6k mellett genetikai tényezOk is szerepet jatszanak [2]. Bar a megbetegedések kisebb
részében, 10-15 szdzalékaban mutathaté ki csaladi halmozodés, a gyakoribb sporadikus
megbetegedések mintegy 60 szazalékaban is valdszinisithet6k genetikai okok [3]. Ezek
altalaban nukleotid polimorfizmusokat (SNP; single nucleotide polymorphism) jelentd
genetikai variaciok, melyek PD-vel valé kapcsolatara teljes genomra kiterjed6 asszociacios
tanulmanyok (GWAS; Genome Wide Association Study) eredményei utalnak. Tekintettel
arra, hogy az SNP-k kiilonb6z6 populaciokban eltérdé frekvenciaval vannak jelen és hogy a
GWA tanulmanyok sordn nagy elemszadmu, ezaltal sokszor heterogén mintacsoportokat
analizalnak, indokolt e tanulmanyok eredményeit validalni Kisebb, jol definialt kohortokban.
PhD munkam részeként PD-vel Osszefliggésbe hozott, igynevezett PARK gén variansok
eléfordulasat vizsgaltam magyar populécidoban.

A PARK gének szerteagazo sejtfunkcidkat ellatd fehérjéket kodolnak, igy nem adnak
egyértelmii magyarazatot a betegség molekularis okara. Eppen ezért nagy az érdeklddés olyan
mechanizmusok feltdrasara, melyek hatasaikban a koz6s nevezot jelenthetik és igy
elvezethetnek a betegség patomechanizmusanak pontosabb megismeréséhez és megértéséhez.
Tekintettel sejtfunkcio és génexpresszio szabalyozasban betdltott sokoldalu szerepiikre [4], az
utobbi néhany évben a hosszi nem-kodoldo RNS-ek (IncRNA, long non-coding RNA) keriiltek
az érdeklédés eléterébe, mint ilyen csomopontok lehetséges kulcsmolekulai.

A NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1; Nuclear Paraspeckle Assembly
Transcript 1) IncRNA kiilonosen figyelmet kapott PD vonatkozasaban, miutan az RNS
emelkedett szintjét mutattak ki betegek kiilonb6z6 agyrégidiban [5]. PhD munkam ideje alatt
egyre tobb adat jelent meg a szakirodalomban az RNS PD-ben betoltott lehetséges szerepérdl



[61[71[8][9]1[10][11][12]. Ezek az adatok azonban ellentmondasosak és felvetik a kérdést,
hogy a NEATL1 szintjének valtozasa ok-okozati Osszefiiggésben all-e a PD-vel (ha igen, az
RNS szintjének emelkedése a betegséggel szemben protektiv hatasa-e, vagy annak
sulyosbodasat eredményezi) vagy a betegség patomechanizmusatol fliggetlen jelenség?

Munkéam egy része ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasara iranyult.

2. Célkitiizések

I. 4 PARK gén osszesen tiz variansa eléfordulasanak vizsgalata magyar sporadikus PD
betegek és kontroll személyek korében. Célunk annak a vizsgalata volt, hogy:

A: Kiilonbozik-e a vizsgalt génvariansok el6forduldsanak gyakorisaga PD betegek és kontroll
személyek csoportjai kozott.

B: A vizsgalt SNP-k ko6zott van-e olyan, amely Osszefligg a PD el6fordulasaval — ha igen,

protektiv hatast, vagy rizikofaktor-e a betegségre nézve?

Il. Annak meghatarozasa, hogy periférias vérben kimutathatok-e eltérések
neurodegeneracioval osszefiiggésbe hozott hosszi nem-koédolé RNS-ek szintjében PD
betegek és kontroll személyek csoportjai kozott.

A: Annak vizsgalata, hogy a 41 kivalasztott IncRNA koziil mely(ek) az(ok), ami(k)nek
megvaltozott a szintje PD-ben.

B: Annak vizsgalata, hogy milyen Osszehasonlitisban van kiilonbség az IncRNA(-K)
szintjében beteg és kontroll csoportok kozott, és az eltérés milyen Osszefiiggést mutat a

betegség progressziojaval.

I1l. A megvaltozott NEAT1 szint modellezése in vitro és in vivo PD modellekben azzal a
céllal, hogy vizsgalni tudjuk a megvaltozott IncRNA szint hatasat és szerepét a
betegségben.

A: Miutan PD betegek vérmintaiban emelkedett NEAT1 szintet mutattunk ki, a betegség
sejtes €s egér modelljeiben vizsgaltuk melyek azok a hatasok/allapotok, melyek fokozott
NEAT]1 expressziohoz vezetnek.

B: Vizsgélataink célja annak feltarasa volt, hogy a NEAT1 expresszié fokozasanak van-e

hatasa a sejt életképességre, apoptdzisra és a mitokondrialis DNS (MtDNS) kopiaszamra.

Vizsgalatainkkal és kisérleteinkkel arra kerestiik a valaszt, hogy a NEAT1 IncRNA protektiv,

vagy karosito hatasu-e PD-ben.



3. Médszerek
3.1. Biolégiai mintak

Vizsgalataim soran human, sejt és egérszovet mintakat hasznaltam. PARK gén variansok
eléfordulasanak és IncRNA szintek vizsgalatara PD betegek és kontroll személyek periférias
vénas vér mintdit hasznaltam. Az allatkisérletekben 10-12 hetes C57Bl/6] him egereket
hasznaltunk, melyeket intraperitonealis (i.p.) MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin)
¢és szulforafan (SFN) kezelésben részesitettiink. A betegség in vitro modellezésére az SH-
SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalat hasznaltuk. A sejteket SFN-nel, MPP+-vel (1-metil-
4-fenilpiridinium) és parakvattal (PQ) kezeltiik.

3.2. DNA, RNS és fehérje izolalas biolégiai mintakbol

DNS izolalas periférias vénas vérbol standard kisozasi technikaval [13], egér agyszovetbol
Trizol reagenssel tortént. Sejtkultirabol DNS-t fenol-kloroform extrakcioval nyertiink. RNS-t
a vizsgalataink soran hasznalt 6sszes minta tipusbol Trizol reagenssel izolaltunk. Fehérje
analizishez teljes sejt lizatumok késziiltek.

3.3. DNS, RNS és fehérje mintak analizise

Az LRRK2 gén R1628P és G2385R mutacioinak vizsgalatahoz a restrikcios fragment
hossz polimorfizmus (RFLP; restriction fragment lenght polymorphism) kimutatasi modszert
alkalmaztuk. A tovabbi PARK génvariansok (LRRK2 gén R1398H, N551K, S1647T és
rs1491923 varidnsai, MAPT, SNCA és TCEANC?2 mutéciok) vizsgalata TagMan genotipizalas
modszerrel tortént.

Relativ. mtDNS kopiaszam meghatarozasahoz valds ideji  kvantitativ - polimeraz
lancreakcio (RT-gPCR; quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)
modszert alkalmaztunk. Referenciagéneknek a nuklearisan kodolt egér HK2 (Hexokinase 2)
¢s human B2M (Beta-2-microglobulin) géneket hasznaltuk. A mért mitokondrialis gén egér
mintak esetén 16S, human mintak esetén tRNALUOUR) ot

LncRNA szintek valtozésanak kimutatdsa humén vérmintakban RT-qPCR reakcidkkal
tortént 41, illetve 12 IncRNA primert tartalmazo PCR plate-ek hasznalataval (Qiagen, Hilden,
Germany) (meger6sité vizsgalat 1.). A II. meger6sitd vizsgalat soran kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd6 NEAT1 és TUGI (Taurine up-regulated gene 1) primereket
alkalmaztunk (Qiagen).

A betegség sejt- és egér modelljébdl nyert mintak RT-qPCR vizsgalatat egyedileg gyartott

primerekkel syber green detektalassal végeztiik. Referenciagénként 18S-t alkalmaztunk.



PINK1 fehérje meghatarozas western blot (WB) modszerrel tortént anti-PINK1 nyul
poliklonalis antitestek (ThermoFisher Scientific) hasznélataval.

Sejt életképesség vizsgalatokhoz Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) esszét alkalmaztunk.

Apoptozis analizist Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience™, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) hasznalataval, fluoreszcencian alapulo
sejt valogatas (FACS; fluorescence-activated cell sorting) modszerrel végeztiink.

3.4. Statisztikai analizis

Genotipus és allél frekvenciak analiziséhez Khi-négyzet probat (y2) és Fisher tesztet
esélyhanyadost (OR; Odds ratio) szamoltunk 95% -o0s konfidencia intervallummal (Cl).

A human mintakon végzett IncRNA analizis 1. megerdsitd vizsgdlatanak eredményeit az
RT2 PCR analysis’ weboldalon
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) analizaltuk. A tovabbi Gsszes
PCR reakci6 eredmény analiziséhez a GraphPad Prism 6.01 statisztikai programot hasznaltuk.
Génexpresszid analizishez a AACt modszert alkalmaztuk. Relativ. mtDNS koépiaszdm
meghatarozas Venegas et al. szerint, a vizsgalt genomi és mitokondrialis gének Ct értékeinek
Osszehasonlitasa alapjan tortént [14].

A mintacsoportok eloszlas vizsgalata D’Agostino és Pearson omnibus normalitas teszttel
tortént, ezt kovetden kétmintas t probat vagy Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk.
Szignifikancia szintnek p<0.05-6t tekintettiik. Tobbszoros Osszehasonlitas esetén Bonferroni
korrekcidt végeztiink.

Tobb csoport dsszehasonlitasa esetén egy szempontos ANOVA- vagy, non-parametrikus
Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A tobbszords dsszehasonlitas miatti korrekciora Dunn-,

illetve Tukey tesztet hasznaltunk.

4. Eredmények

41. PARK génvaridansok gyakorisaganak vizsgialata a magyar populiaciéban
Vizsgalataink hat LRRK2 varians (R1628P, G2385R, S1647T, R1398H, N551K ¢és

rs1491923), két SNCA polimorfizmus (rs356186 and rs2583988), a MAPT gén (rs1052553) és

crcr

4.1.1. LRRK2 varidansok


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

A G2385R és az R1628P variansok egyik vizsgalati csoportunkban sem voltak jelen. Ez
az eredmény Osszhangban all a kaukazusi populacidra vonatkozo szakirodalmi adatokkal
[15][16].

Az S1647T varians minor allélja homozigota formaban (AA) magasabb frekvenciaval
fordult el6 férfi PD betegek korében, mint a férfi kontrollok csoportjaban. Ugyanezen
csoportokban az allélfrekvenciak gyakorisaganak osszehasonlitasa alapjan a varians A allél
szignifikdnsan nagyobb ardnyban volt jelen a vizsgalt kontroll személyek kdrében (2 = 6.06;
p=0.014).

Az 151491923, R1398H ¢és N551K LRRK2 variansok esetében sem a genotipus, sem az
allélok gyakorisdga nem kiilonbozott szignifikdnsan vizsgdlati csoportjaink kozott. Az
R1398H és N551K variansok - egy kontroll személy kivételével - minden esetben egyiittesen
fordultak eld. Ez arra utal, hogy a két allél egymastol nem fliggetleniil 6roklddik, kozottiik
kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansag (LD; linkage disequilibrium) van.

4.1.2. SNCA, MAPT és TCEANC?2 génvariansok

Az rs356186 SNCA SNP genotipus megoszlasa szignifikansan eltért a kontroll- és beteg
csoportunkban (y2=7.65; p=0.022). A kiilonbséget az AA genotipus nagyobb aranya
eredményezte a kontroll személyek korében (AA vs. GG+ AG. Fisher’s test: p=0.019, OR:
0.12, CI (95%): 0.014-0.95). A betegkohort késdi betegségkezdetii (LOPD; late onset PD,
betegség kezdet >60 év) alcsoportjat 6sszehasonlitva a kontroll csoporttal szintén szignifikans
kiilonbség volt megfigyelhetd az rs356186 SNP genotipus vonatkozdsdban (y2=6.14;
p=0.046), mely kiilonbséget a betegek korében nagyobb aranyban eléforduld AG genotipus
eredményezett (AG vs. GG+ AA. x2=5.07; p=0.024).

Az rs2583988 SNCA varians, valamint a vizsgalt MAPT (rs1052553) ¢és TCEANC2
(rs10789972) SNP-k genotipus-, illetve allél-frekvencidja nem mutatott szignifikans

kiilonbséget a vizsgalati csoportjaink kdzott.

4.2. LncRNA szintek valtozasanak vizsgalata human vérmintakban

41 féle neurodegeneracioval Osszefliggésbe hozott IncRNA szintjét vizsgaltuk PD és
kontroll mintadkban (n=3 mindkét csoportban) RT-qPCR moédszerrel. Az analizis soran 12
RNS bizonyult ezzel a technikaval konnyen kimutathatonak, igy ezek Szintjét megvizsgaltuk
tovabbi, nagyobb elemszamu kontroll (n=15) és PD (n=18) mintakban (megerdsit6 vizsgalat
I.). GASS endogén kontrollt hasznalva sszehasonlitasra, a NEAT1 IncRNA szignifikansan
nagyobb mennyiségét detektaltuk PD betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva (fold
increase=1.93; p=0.035). Hasonldan szignifikansan emelkedett volt a TUG1 InCRNA szintje a



betegek korében a kontroll kohorthoz képest (fold increase = 1.71; p = 0.036). A NEATI ¢és a
TUGTI transzkripteken kiviil a tobbi vizsgalt RNS szintjében nem volt szignifikans kiilonbség
vizsgalati csoportjaink kozott.

A két szignifikans eltérést mutatd RNS szintjét megvizsgaltuk tovabbi nagyobb
elemszamia PD (n=43) és kontroll (n=36) csoportokban (megerésité vizsgalat II.). GASS5
endogén kontrollhoz normalizdlva adatainkat és a tobbszoros oOsszehasonlitasok miatt
Bonferroni korrekcidt hasznéalva szignifikdnsan emelkedett NEAT1 szintet detektaltunk PD
betegekben a kontroll csoporthoz viszonyitva (fold increase=1.62; p=0.0019), mélyagyi
stimulacios kezelésben (DBS; deep brain stimulation) részesiild betegek korében a kontroll
csoporthoz képest (fold increase = 1.61; p = 0.0021) és a hosszu betegségtartamti (LDD; long
disease duration, betegségtartam >10 év) betegek alcsoportjaban a kontroll kohorthoz képest
(fold change= 1.74, p=0.0008).

A II. megerdsitd vizsgalat sordn a TUGI IncRNA szintje nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a vizsgalati csoportjaink kozott.

4.2.1. Két NEAT1 izoforma mutathaté ki periférias vérben

Célunk volt annak vizsgalata, hogy az adatbazisokban szereplé NEATI splice variansok
kimutathatéak-e human periférids vérben. Az intronok koriili szekvencidkra tervezett
primerekkel a két leginkabb elfogadott izoforman kiviil (NEATIS és NEATL) mas varianst
nem detektaltunk.

Vizsgalatunk tovabbi célja volt a NEATIS és a NEATIL aranyanak megéllapitasa.
Kimutattuk, hogy az 6sszes NEAT1 (NEATIS és NEATIL) IncRNA szint human periférias
vérben 6-8-szorosan meghaladta NEATIL szintjét, ami arra utal, hogy a révidebb izoforma

nagyobb mennyiségben van jelen a vizsgalt mintakban.

4.3. In vitro sejtkulturas kisérletek NEAT1 funkcié vizsgalatara
4.3.1. MPP+ Kkezelés id6- és dézis aranyos NEAT1 expresszio fokozédast eredményez
SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtekben

SH-SY5Y neuroblasztoma sejtek kezelése MPP+ toxinnal a PD egy széleskdrlien
alkalmazott sejtes modellje. Célunk volt, hogy e modellt hasznalva meghatarozzuk az MPP+
kezelés hatdasat a NEAT1 expressziora. Megallapitottuk, hogy SH-SYS5Y neuroblasztéma
sejtek 0.5 és 1 mM dozist MPP+-vel torténd kezelése 6, 20 és 24 oran at, a NEAT1
expressziojanak ido- és dozisfiiggd fokozddasat eredményezi. 24 oras kezelés 0.5 mM MPP+-
vel 4.92-szeres novekedést eredményezett. Az 1 mM-os MPP+ kezelés esetében 20 oras

kezelés esetén tapasztaltuk a legnagyobb NEAT1 expresszio novekedést (8.03). A 24 oras



kezelés esetén azonban a novekedés csak a 6 oras kezelés esetén tapasztalt értékii volt (3.54).
Ennek egy lehetséges magyarazata, hogy az 1 mM dozisu MPP+ erdsen toxikus a sejtekre, és
a 24 oras kezelés esetén tapasztalt mérsékelt szintli génkifejez6dés a még életben maradt
sejtek szamanak az erds csOkkenését tiikkrozi. Ezt a felvetést tdmasztjak aléd sejt életképesség
vizsgalataink eredményei (lasd késobb).

4.3.2. SFN kezelés NEAT1 expresszio fokozédast okoz

Ismert, hogy a HSF1 (Hdsokk faktor 1) fokozza NEATL1 expresszidjat [17]. A hésokk
utvonal aktivalasara alkalmas SFN ennck megfeleléen HelLa sejtekben NEAT1 expresszio
fokozodast idézett el6 [17]. Ezen eredmények alapjan megvizsgaltuk az SFN NEAT1
expressziora gyakorolt hatdsat neuroblasztoma sejtekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy
10 uM SFN kezelés a kezelés iddtartaméval ardnyosan novekvo, tartos NEAT1 expresszid
fokozodast eredményezett.

4.3.3. SFN és MPP+ kezelés additivan fokozza a NEAT1 expressziot

Kombinalt SFN és MPP+ kezelés additivan novelte NEAT1 expresszidjat SH-SYS5Y
sejtekben. A legnagyobb génexpresszié fokozo hatasa az alacsony, 0.5 mM doézist MPP+-vel
kombinalt SFN kezelésnek volt (fold up-regulation 0.5 mM: 15.78 vs. 1 mM: 10.52). A
kiilonbség hatterében a magasabb dozisi MPP+ kezelés kifejezett sejttoxicitasa allhat.

4.3.4. MPP+ és SFN kezelés hatasa mtDNS képiaszamra

SH-SY5Y sejtek MPP+ kezelése id6- és dozisaranyos relative mtDNS kopiaszam
csokkenést eredményezett. SFN-nel torténd eldkezelés részlegesen kompenzalta a 0.5 mM
MPP+ kezelés altal kivaltott mtDNS szdm csokkenést. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a NEAT1 expresszio fokozodas onmagaban nem okoz mtDNS képiaszam csokkenést,
illetve ha igen, SFN egyéb hatasai kompenzalni képesek azt.

PQ kezelés SFN nélkiil és azzal kombinacioban is hasonld hatasunak bizonyult az SFN
mtDNS kopiaszam noveld hatasat tekintetve, ugyanakkor a PQ egyik alkalmazott dozisa se
okozott olyan prominens mtDNS csokkenést, mint azt az MPP+ kezelés esetén tapasztaltuk.
4.3.5. PINKI1 fehérjeszint valtozasa NEAT1 expresszio fokozas hatasara

SH-SY5Y sejteket 0.25 mM MPP+-vel kezeltink 24 o6ran at, majd teljes fehérje
tapasztaltunk valtozast a PINK1 fehérje szintjében.

4.3.6. SFN és MPP+ kezelés hatasa sejt életképességre
MPP+ kezelés (1 és 2 mM) prominens (60 szazalékos) sejt életképesség csokkenést

eredményezett. Alacsony dozisu MPP+ (0.002 és 0.01 mM) kezelés 10 uM SFN-nel



kombinalva sejt életképesség fokozo hatasti volt, az dnmagéaban alkalmazott SFN kezelés
esetén tapasztalttal meghalado mértékben.

24 6ras 0.1 mM, 0.5 mM és 2.5 mM PQ kezelés szintén sejt életképesség csokkenést
okozott, amit 10 uM SFN kezelés részlegesen kompenzalt. Hasonloan az MPP+ kezelés
esetén tapasztaltakkal, alacsony dézisa PQ (0.05 mM) kezelés erdsitette az SFN sejt
¢letképesség fokozo hatasat.

4.3.7. SFN Kkezelés részlegesen kompenzalja az MPP+ indukalta apoptoézist

SFN kezelés markdnsan csokkentette mind a 0.25, mind a 0.5 mM MPP+ kezelés
indukalta apoptdzis mértékét: Annexin V-FITC jelolést koveté aramlasi citometrias analizis
apoptotikus sejtek - azon beliil is leginkabb a korai apoptdzis stadiumaban levok - aranyanak

a csokkenését mutatta az MPP+ kezelés SFN-nel torténé kombinacidja esetén.

44. In vivo egér modell NEAT1 hatasainak vizsgalatara
4.4.1. SFN kezelés a kezelés idejével és dozisaval aranyos NEAT1 expresszio fokozast
eredményez egér agyszovetben
SFN kezelés (2.5, 5 és 10 mg/testtomeg kg dozisokban; 90 perc, 6, 12 és 24 ora
intervallumokban) NEAT1 hosszii izoformajanak expresszio fokozodasat okozta. A
génkifejez0dés novekedés az allatok striatumaban és agytorzsében volt a legkifejezettebb.
4.4.2. MPTP kezelés dozissal aranyos NEAT1 expresszio fokozédast eredményez
Megallapitottuk, hogy MPTP kezeléssel NEATIL expresszido fokozodas indukélhatod
egerekben. Legkifejezettebb NEATIL szint novekedés tobbszori MPTP oltasban részesiilo
allatok striatumaban volt megfigyelheté (striatum: 6.49 (p=0.0044), agytorzs: 3.84
(p=0.0001)-szeres novekedés), ami arra utal, hogy az MPTP kezelés dozis fliggd NEATIL
expresszié fokozodast okoz.
4.4.3. Kombinalt SFN és MPTP kezelés additivan hat NEAT1 expresszio fokozasra
Kombinalt SFN és MPTP kezelés NEATIL szint szignifikans emelkedését eredményezte
egér striatumban és agytorzsben. Legkifejezettebb NEAT1L expresszio novekedést kombinalt
SFN és MPTP kezelés esetén tapasztaltunk (6.92 és 5.25-sz0rds novekedés a striatumban és
az agytorzsben). Megfigyelhetd volt tovabba, hogy az SFN oldoszereként hasznalt EtOH
szintén additivan hat az MPTP-vel a NEATIL expresszi6 fokozasaban.
Alacsony elemszamu csoportokon végzett eldzetes vizsgalataink sordn nem mutattunk ki

szignifikans mtDNS kopiaszam valtozast az MPTP-vel kezelt egerek agyszovetében.

5. Diszkusszio



Vizsgalataink célkitiizése volt az LRRK2, SNCA, MAPT és TCEANC2 gének Osszesen tiz
variansa gyakorisdganak felmérése magyar sporadikus PD betegekben és kontroll
személyekben.

Eredményiink, mely szerint az rs2583988 SNCA minor allélja és a betegség el6fordulasa
koz0tt ninCS asszocidcid, O0sszhangban van német [18] és ir [19] populaciokbdl szarmazo
adatokkal. Az rs356186 variansra vonatkozo eredményeink szintén Osszhangban allnak
irodalmi adatokkal [20]: szignifikans kiilonbséget mutattunk ki az LOPD és a kontroll csoport
genotipus megoszlasa kozott, ami az LOPD paciensek korében tapasztalt AG genotipus
magasabb aranyanak kovetkezménye. Szignifikdnsan nagyobb aranyban fordult el6 tovabba a
protektiv minor allél homozigéta formaban (AA) a kontroll csoportban, mint a PD betegek
csoportjaban.

Az LRRK2 (PARKS8) gén G2385R és R1628P variansaira vonatkozd eredményeink
megegyeznek a szakirodalomban szereplé adatokkal [15][16]. Az S1647T varians minor
allélja (A) szignifikansan nagyobb gyakorisaggal fordult elé kontroll férfiak korében, mint
férfi PD paciensekben (y2 =6.06; p=0.014).

GWA tanulmanyok felvetették egy, az LRRK2 gén kozelében elhelyezkedé6 SNP PD
rizikot néveld hatasat. Az rs1491923 varians egy A/G baziscsere, melynek minor alléljarol
kimutattdk, hogy szignifikansan gyakrabban fordul eld PD betegek korében kaukazusi és
azsiai populaciokban [22]. Mi nem tapasztaltunk osszefliggést a varians és a betegség
eléfordulasa kozott, az SNP PD rizikot befolyasold hatasa azonban nem zarhat6 Ki.

A két protektiv hatasu LRRK2 varians (R1398H és N551K) egyiittes eléfordulasara
vonatkozo eredményeink Osszhangban allnak gordg és finn populaciokbol szarmazod
adatokkal, amely esetekben szintén nem mutattak ki 6sszefliggést a varidnsok jelenléte és a
betegség el6fordulasa kozott [23][24].

A MAPT gént érintd inverzid okozta haplotipusok vonatkozdsdban eredményeink
megegyeznek brit [25], svéd [26] és tajvani betegekre [27] vonatkozo adatokkal, ahol szintén
nem irtak le 6sszefliggést a H1 haplotipus és PD kozott.

A TCEANC2 gén (PARK10 16kusz) rs10789972 variansarél PD rizikd fokozo hatast irtak
le amerikai populaciéban [28], de nem mutattdk ki betegség modosité hatasat Kinai
populécioban [29][30]. Utdbbival vannak 6sszhangban a mi eredményeink is: nem észleltiink
Osszefliggést az SNP és a PD el6fordulasa kozott.

Tekintettel a funkciok széles korére, melyekben PARK gének szerepet jatszanak, intenziv
kutatas folyik azzal a céllal, hogy ezek kozott kozos nevezét képezé mechanizmusokat és

molekuldkat azonositsanak. Az utobbi években a hosszi nem-kddold RNS-ek eldtérbe
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kertiltek, mint amik szerepet jatszhatnak a PARK gének altal ellatott funkciok csomépontjain.
Vizsgalataink célja volt konnyen hozzaférheté PD mintakban azonositani olyan INCRNA szint
eltéréseket, melyek egyrészt biomarkerként szolgalhatnak, masrészt kozelebb juttathatnak
minket a betegség hatterében zajlo pathomechanizmusok megismeréséhez.

A vizsgalt IncRNA-k koziil NEATL szignifikdnsan emelkedett szintjét mutattuk ki
tobbféle Osszehasonlitasban. Legkifejezettebbek voltak a kiilonbségek PD betegek, DBS
kezelésben részesiild PD paciensek és LDD PD paciensek csoportjainak a kontroll csoporthoz
torténd hasonlitdsa esetén. A fokozott NEATI1 expressziora vonatkozo eredményeink
Osszhangban allnak azokban a tanulmanyokban k6zolt adatokkal, melyek az RNS emelkedett
szintjét irjak le PD paciensek kiilonb6zo agyrégioiban [5][6].

A NEATI1 IncRNA a ‘paraspeckle’ sejtmagi organellumok f6 szerkezeti eleme, ezaltal
kozponti szerepet jatszik génexpresszio- €s sejt homeosztazis szabalyozasaban [31]. Egyre
tobb adat tamasztja alda az RNS PD-ben betoltott szerepét, de az nem tisztazott, hogy a
NEATI szintjében észlelt valtozasok ok-okozati dsszefiiggésben allnak-e a betegséggel vagy
véletlen az egybeesés. Egyes adatok a NEATI1 karos hatasat tételezik fel, aminek
mechanizmusa lehet PINK1 fehérje stabilizalas [7], SNCA génexpresszié modulalas [8][10],
mikroRNS-ek “kihorgonyzasa” [10][9][11][12]- ami altal reaktiv oxigén gyokok képzésében,
neuroinflammacioban, autofagiaban, sejt ndvekedés és apoptdzis modulalasaban vehet részt a
NEATL IncRNA. Ezzel szemben mas eredmények, melyek az RNS természetes LRRK?2
inhibitor funkciojara utalnak a NEAT1 PD-vel szembeni protektiv hatasat tamogatjak [6].

Eredményeink a NEAT1 expresszio valtozasanak hatasairol a PD hasznalt sejtes és egér
modelljeiben szamos tekintetben Osszhangban vannak az el6bb felsorolt kutatdocsoportok
eredményeivel és kiegészitik azokat. Masokhoz hasonloan, MPP+/MPTP kezelés hatasara
NEAT1 expresszio ndvekedést mutattunk PD SH-SYSY neuroblasztoma- ¢és egér
modelljében. Ujdonsag, hogy NEATI expresszio fokozodast mutattunk ki az elébb emlitett
modellekben SFN kezelés hatasara, amit a vegyiilet HSF1 aktivalo hatasa eredményének
tulajdonithatunk. Ez lehetdséget adott arra, hogy vizsgalni tudjuk a NEATI expresszio
fokozodasanak hatasat arra valo tekintettel is, hogy mi volt az ezt kivaltd agens: toxin, illetve
neuroprotektiv anyag. Sejt életlépesség mérésre vonatkozo vizsgalatainkkal Kimutattuk, hogy
SFN kezelés noveli a sejtek életképességét. SFN kezelést kombinélva alacsony d6zist MPP+-
vel vagy PQ-val még kifejezettebb sejt életképesség ndvekedést értiink el. Ennek lehetséges
magyarazata a ‘prekondicionalas’ jelensége, amely szerint az alacsony dozisi neurotoxikus

kezelés okozta stressz endogén neuroprotektiv folyamatokat indit el [32].
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A mtDNS kopiaszam valtozas tekintetében is kiilonbséget talaltunk a PD hatasainak
modellezésére hasznalt toxinok kozott. Mig az MPP+ kezelés markans mtDNS kopiaszam
csokkenést eredményezett, a PQ kezelés esetén a legnagyobb (1.5 mM) alkalmazott dozis
esetén sem észleltiink ilyen valtozast. 0.5 mM MPP+ kezelés kivaltotta mtDNS csokkenés
részlegesen kompenzalhat6 volt 6 6ras 10 uM SEN el6kezeléssel. Mig egyik alkalmazott PQ
dozis esetében sem volt észlelheté mtDNS csokkenés, alacsony dozisu (0.1 és 0.5 mM)
toxinkezelés mtDNS kopiaszam ndvekedést eredményezett. Ez arra utal, hogy kelléen
alacsony, szubtoxikus dozisti PQ kezelésnek prekondicionald hatasa lehet, ami mitokondrialis
turnover- és ATP termelés-fokozodast eredményez. A PQ és az MPP+ kezelés mtDNS
kopiaszamra gyakorolt hatasa kiilonbségének hatterében a két toxin eltéré hatasmechanizmusa
allhat.

Erdekes modon markans csdkkenés volt észlelhetd a 0.25 mM és 0.5 mM MPP+ kezelés
altal kivaltott apoptotikus sejtek ardnyaban SFN kezelés hatdsara. Ez az eredmény
ellentmondasosnak tlinhetnek a sejtviabilitasi vizsgalatok soran tapasztaltakkal (miszerint az
SFN-nek nincs védé hatasa az MPP+ kezelés altal okozott sejt életképesség csokkenéssel
szemben), de az eltérd vizsgalati metodikak magyarazatul szolgalhatnak: a sejt életképesség
vizsgalatok soran hasznalt CCK8 esszé a sejtek dehidrogenaz enzimeinek aktivitasan alapszik,
ezért a metabolikus valtozasok jelentdsen befolydsolhatjak a sejt ¢letképesség vizsgalatok
soran nyert eredményeket [33][34].

Eredményeink az eltérd toxinkezelések eltérd hatdsairol (mtDNS képiaszdm és
sejtviabilitas) felhivjak a figyelmet a betegség toxin modelljeinek hidnyossagaira. Az dsszetett
patomechanizmus pontos megismeréséhez elengedhetetlen volna olyan PD modellek
létrehozasa, amelyek még pontosabban reprodukaljak a betegség hatterében alld
korfolyamatokat.

Osszegezve, eredményeink arra utalnak, hogy a NEATI1 expresszi6 fokozodasa
onmagaban nincs karos hatassal az apoptozisra, a sejt életképességre és a mtDNS kopiaszam
valtozasra. Osszességében eredményeink tehat nem tadmasztjdk ala NEAT1 primer

neurodegenerativ hatasat.

6. Uj eredmények

. 4 PARK gén 10 variansanak el6fordulasat vizsgaltuk magyar sporadikus PD

betegek és kontroll személyek kdrében. Kimutattuk, hogy:
1. Az LRRK2 gén G2385R and R1628P rizikéfaktor varidnsai nincsenek jelen sem a

vizsgalt beteg-, sem a kontroll csoportban.
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Az 151491923 LRRK2 SNP genotipus megoszlasa ¢és allél frekvencidja hasonld a két
vizsgalati csoportban.

Az S1647T varians minor (A) allélja szignifikdnsan nagyobb gyakorisdggal fordult eld
férfi kontroll személyek korében férfi PD betegek csoportjahoz képest (y2=6.06;
p=0.014).

A protektiv hatdsu LRRK2 variansok (R1398H és N551K) egymassal kapcsoltan és a
két vizsgalati csoportban hasonld eléfordulasi gyakorisaggal voltak jelen.

A protektiv hatasu rs356186 SNCA varians vad tipusu allélja homozigota formaban
(AA) nagyobb aranyban fordult ¢l6 a kontroll csoportban, mint a betegek kohortjaban.
Hasonléan szignifikans kiilonbség volt az LOPD és a kontroll csoport genotipus
megoszlasa kozott, amit az AG genotipus nagyobb ardnya okozott a betegek korében.
Az 52583988 SNCA, az rs1052553 MAPT ¢és az rs10789972 TCEANC?2 génvariansok
genotipus ¢és allél megoszlasa nem kiillonbozott szignifikdnsan vizsgalati csoportjaink

kozott.

Tudomasunk szerint ezekre az SNP-kre vonatkozé eredményeink az elsék a kozép-

europai populaciéra vonatkozéan és adataink osszhangban allnak az irodalomban

szereplé mas populaciokra vonatkozé adatokkal.

PD paciensek és kontroll személyek periférias vérmintaiban tortént IncRNA szint

meghatdrozassal Kimutattuk, hoqgy:

A NEATI szintje emelkedett PD betegek vérében. Legkifejezettebb volt az emelkedés
az Osszes PD beteg vs. kontroll csoport (fold change = 1.62; p = 0.0019), a DBS kezelt
PD paciensek vs. kontroll csoport (fold change = 1.61; p = 0.0021) és az LDD betegek
csoportja vs. kontroll csoport (fold change = 1.74; p = 0.0008) 6sszehasonlitasban.

Eltekintve a két {6 izoformdtol (rovid és hosszil) mas NEATI izoformat nem
mutattunk ki human periférias vérben. A két {6 izoforma koziil a NEATI1S jelentsen

nagyobb mennyiségben van jelen.

Kozleményiink az elsd, melyben emelkedett NEAT1 IncRNA szintet kozolnek human

periférias vérben. Post mortem agyszovetbdl és a betegség modelljein végzett

vizsgalatok eredményei 6sszhangban vannak az altalunk kimutatott eltéréssel.

1.
1.

PD in vitro neuroblasztdma sejtmodelljét hasznalva kimutattuk, hogy:

MPP+ kezelés NEAT1 expresszié fokozddast okoz.
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2. SFN kezelés dozis- ¢és idofiiggd NEATI1 up-regulacidt eredményez SH-SYSY
sejtekben.

3. Neuroblasztoma sejtek egyidejii kezelése MPP+ és SFN-nel kifejezettebb NEAT1
expresszio fokozodast eredményez, mint kiilon MPP+-vel és SFN-nel torténd kezelés.

4. SH-SY5Y sejtekben a mtDNS kopiaszamot az MPP+ kezelés csokkenti, ezzel
szemben az SFN kezelés noveli. Az MPP+ kezelést megel6z6 SFN el6kezelés
részlegesen kompenzalni képes a toxin altal okozott mtDNS kopiaszam csokkenést.

5. PQ ¢és MPP+ kezelés is sejt életképesség csokkenést okoz. Ezzel ellentétben, SFN
kezelés noveli a sejt €letképességet.

6. SFN kezelés részben kompenzalni képes a PQ okozta sejt életképesség csokkenést,
szemben az MPP+ kezeléssel, ahol az SFN ilyen jellegli hatasat nem tapasztaltuk.

7. SFN kezelés markansan csokkentette a 0.25 és 0.5 mM MPP+ kezelés kivaltotta
apoptozist.

Eredményeink arra utalnak, hogy a PD modellezésére alkalmazott toxinok (MPP+

vs. PQ) Kkiilonb6z6 mechanizmusok révén eredményeznek sejt életképesség

csokkenést. Az emelkedett NEAT1 szint nem toxikus a sejtekre és a NEATI1

expresszio fokozodas nem kozvetlen oka a mtDNS kopiaszam csokkenésnek.

V. PD in vivo egér modelliét hasznalva kimutattuk, hogy:

1. MPTP kezelés NEATIL expresszio fokozodast okoz egér agyszovetben. Az
expresszi6 valtozas dozisfiiggd és a legkifejezettebb a striatumban.

2. SFN kezeléssel dozisfiiggd és agyrégio specifikus NEATIL expresszid fokozodas
érhet? el.

3. SFN és MPTP kezelés additiv hatasi NEAT1 expresszio fokozast tekintve mind a
striatumban, mind az agytorzsben.

Eredményeink azt mutatjak, hogy SFN kezeléssel NEAT1 up-regulacio érheté el in

Vivo, ez lehetdséget ad tovabbi, NEAT1 funkciéjanak megismerését célzo Kisérletek

végzésére in vivo PD modellben.
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