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1. Bevezetés 

A Parkinson kór (PD; Parkinson‟s disease) világszerte a második leggyakoribb 

neurodegeneratív betegség. A betegségre jellemző fő motoros tünetek - tremor (remegés), 

bradikinézia (mozgás meglassulása) és rigiditás (izommerevség) – megjelenéséhez a 

substantia nigra dopaminerg sejtjeinek pusztulása vezet. Diagnózis a motoros tünetek 

jelenléte esetén lehetséges, amikorra azonban a dopaminerg neuronok többsége már 

elpusztult. A PD kezelése napjainkban is csak tüneti és intenzív kutatás folyik a hátterében 

álló pathomechanizmusok pontosabb megismerésére és új terápiás célpontok azonosítására 

[1]. Tekintettel a kór gyakoriságára, súlyos tüneteire, diagnosztikus teszt és definitív terápia 

hiányára, kiemelt fontosságú a diagnózis felállítását elősegítő biomarkerek és új terápiás 

célpontok azonosítása. 

A PD egy multifaktoriális megbetegedés, kialakulásában környezeti és életmódbeli 

tényezők mellett genetikai tényezők is szerepet játszanak [2]. Bár a megbetegedések kisebb 

részében, 10-15 százalékában mutatható ki családi halmozódás, a gyakoribb sporadikus 

megbetegedések mintegy 60 százalékában is valószínűsíthetők genetikai okok [3]. Ezek 

általában nukleotid polimorfizmusokat (SNP; single nucleotide polymorphism) jelentő 

genetikai variációk, melyek PD-vel való kapcsolatára teljes genomra kiterjedő asszociációs 

tanulmányok (GWAS; Genome Wide Association Study) eredményei utalnak. Tekintettel 

arra, hogy az SNP-k különböző populációkban eltérő frekvenciával vannak jelen és hogy a 

GWA tanulmányok során nagy elemszámú, ezáltal sokszor heterogén mintacsoportokat 

analizálnak, indokolt e tanulmányok eredményeit validálni kisebb, jól definiált kohortokban. 

PhD munkám részeként PD-vel összefüggésbe hozott, úgynevezett PARK gén variánsok 

előfordulását vizsgáltam magyar populációban. 

A PARK gének szerteágazó sejtfunkciókat ellátó fehérjéket kódolnak, így nem adnak 

egyértelmű magyarázatot a betegség molekuláris okára. Éppen ezért nagy az érdeklődés olyan 

mechanizmusok feltárására, melyek hatásaikban a közös nevezőt jelenthetik és így 

elvezethetnek a betegség patomechanizmusának pontosabb megismeréséhez és megértéséhez. 

Tekintettel sejtfunkció és génexpresszió szabályozásban betöltött sokoldalú szerepükre [4], az 

utóbbi néhány évben a hosszú nem-kódoló RNS-ek (lncRNA, long non-coding RNA) kerültek 

az érdeklődés előterébe, mint ilyen csomópontok lehetséges kulcsmolekulái. 

A NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1; Nuclear Paraspeckle Assembly 

Transcript 1) lncRNA különösen figyelmet kapott PD vonatkozásában, miután az RNS 

emelkedett szintjét mutatták ki betegek különböző agyrégióiban [5]. PhD munkám ideje alatt 

egyre több adat jelent meg a szakirodalomban az RNS PD-ben betöltött lehetséges szerepéről 
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[6][7][8][9][10][11][12]. Ezek az adatok azonban ellentmondásosak és felvetik a kérdést, 

hogy a NEAT1 szintjének változása ok-okozati összefüggésben áll-e a PD-vel (ha igen, az 

RNS szintjének emelkedése a betegséggel szemben protektív hatású-e, vagy annak 

súlyosbodását eredményezi) vagy a betegség patomechanizmusától független jelenség? 

Munkám egy része ezeknek a kérdéseknek a megválaszolására irányult. 

 

2. Célkitűzések 

I. 4 PARK gén összesen tíz variánsa előfordulásának vizsgálata magyar sporadikus PD 

betegek és kontroll személyek körében. Célunk annak a vizsgálata volt, hogy: 

A: Különbözik-e a vizsgált génvariánsok előfordulásának gyakorisága PD betegek és kontroll 

személyek csoportjai között. 

B: A vizsgált SNP-k között van-e olyan, amely összefügg a PD előfordulásával – ha igen, 

protektív hatású, vagy rizikófaktor-e a betegségre nézve? 

 

II.  Annak meghatározása, hogy perifériás vérben kimutathatók-e eltérések 

neurodegenerációval összefüggésbe hozott hosszú nem-kódoló RNS-ek szintjében PD 

betegek és kontroll személyek csoportjai között. 

A: Annak vizsgálata, hogy a 41 kiválasztott lncRNA közül mely(ek) az(ok), ami(k)nek 

megváltozott a szintje PD-ben. 

B: Annak vizsgálata, hogy milyen összehasonlításban van különbség az lncRNA(-k) 

szintjében beteg és kontroll csoportok között, és az eltérés milyen összefüggést mutat a 

betegség progressziójával. 

 

III. A megváltozott NEAT1 szint modellezése in vitro és in vivo PD modellekben azzal a 

céllal, hogy vizsgálni tudjuk a megváltozott lncRNA szint hatását és szerepét a 

betegségben. 

A: Miután PD betegek vérmintáiban emelkedett NEAT1 szintet mutattunk ki, a betegség 

sejtes és egér modelljeiben vizsgáltuk melyek azok a hatások/állapotok, melyek fokozott 

NEAT1 expresszióhoz vezetnek. 

B: Vizsgálataink célja annak feltárása volt, hogy a NEAT1 expresszió fokozásának van-e 

hatása a sejt életképességre, apoptózisra és a mitokondriális DNS (mtDNS) kópiaszámra. 

 

Vizsgálatainkkal és kísérleteinkkel arra kerestük a választ, hogy a NEAT1 lncRNA protektív, 

vagy károsító hatású-e PD-ben. 
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3. Módszerek 

3.1. Biológiai minták 

Vizsgálataim során humán, sejt és egérszövet mintákat használtam. PARK gén variánsok 

előfordulásának és lncRNA szintek vizsgálatára PD betegek és kontroll személyek perifériás 

vénás vér mintáit használtam. Az állatkísérletekben 10-12 hetes C57Bl/6J hím egereket 

használtunk, melyeket intraperitonealis (i.p.) MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) 

és szulforafán (SFN) kezelésben részesítettünk. A betegség in vitro modellezésére az SH-

SY5Y humán neuroblasztóma sejtvonalat használtuk. A sejteket SFN-nel, MPP+-vel (1-metil-

4-fenilpiridinium) és parakváttal (PQ) kezeltük. 

3.2.  DNA, RNS és fehérje izolálás biológiai mintákból 

DNS izolálás perifériás vénás vérből standard kisózási technikával [13], egér agyszövetből 

Trizol reagenssel történt. Sejtkultúrából DNS-t fenol-kloroform extrakcióval nyertünk. RNS-t 

a vizsgálataink során használt összes minta típusból Trizol reagenssel izoláltunk. Fehérje 

analízishez teljes sejt lizátumok készültek. 

3.3.  DNS, RNS és fehérje minták analízise  

Az LRRK2 gén R1628P és G2385R mutációinak vizsgálatához a restrikciós fragment 

hossz polimorfizmus (RFLP; restriction fragment lenght polymorphism) kimutatási módszert 

alkalmaztuk. A további PARK génvariánsok (LRRK2 gén R1398H, N551K, S1647T és 

rs1491923 variánsai, MAPT, SNCA és TCEANC2 mutációk) vizsgálata TaqMan genotipizálás 

módszerrel történt. 

Relatív mtDNS kópiaszám meghatározásához valós idejű kvantitatív polimeráz 

láncreakció (RT-qPCR; quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) 

módszert alkalmaztunk. Referenciagéneknek a nukleárisan kódolt egér HK2 (Hexokinase 2) 

és humán B2M (Beta-2-microglobulin) géneket használtuk. A mért mitokondriális gén egér 

minták esetén 16S, humán minták esetén tRNA
Leu(UUR)

 volt. 

LncRNA szintek változásának kimutatása humán vérmintákban RT-qPCR reakciókkal 

történt 41, illetve 12 lncRNA primert tartalmazó PCR plate-ek használatával (Qiagen, Hilden, 

Germany) (megerősítő vizsgálat I.). A II. megerősítő vizsgálat során kereskedelmi 

forgalomban beszerezhető NEAT1 és TUG1 (Taurine up-regulated gene 1) primereket 

alkalmaztunk (Qiagen). 

A betegség sejt- és egér modelljéből nyert minták RT-qPCR vizsgálatát egyedileg gyártott 

primerekkel syber green detektálással végeztük. Referenciagénként 18S-t alkalmaztunk. 
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PINK1 fehérje meghatározás western blot (WB) módszerrel történt anti-PINK1 nyúl 

poliklonális antitestek (ThermoFisher Scientific) használatával. 

Sejt életképesség vizsgálatokhoz Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA) esszét alkalmaztunk. 

Apoptózis analízist Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience™, Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) használatával, fluoreszcencián alapuló 

sejt válogatás (FACS; fluorescence-activated cell sorting) módszerrel végeztünk. 

3.4.  Statisztikai analízis 

Genotípus és allél frekvenciák analíziséhez Khi-négyzet próbát (χ2) és Fisher tesztet 

alkalmaztunk. A genotípusok és allélok PD-vel való asszociációjának vizsgálatára 

esélyhányadost (OR; Odds ratio) számoltunk 95% -os konfidencia intervallummal (CI). 

A humán mintákon végzett lncRNA analízis I. megerősítő vizsgálatának eredményeit az 

‟RT2 PCR analysis‟ weboldalon 

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) analizáltuk. A további összes 

PCR reakció eredmény analíziséhez a GraphPad Prism 6.01 statisztikai programot használtuk. 

Génexpresszió analízishez a ΔΔCt módszert alkalmaztuk. Relatív mtDNS kópiaszám 

meghatározás Venegas et al. szerint, a vizsgált genomi és mitokondriális gének Ct értékeinek 

összehasonlítása alapján történt [14]. 

A mintacsoportok eloszlás vizsgálata D‟Agostino és Pearson omnibus normalitás teszttel 

történt, ezt követően kétmintás t próbát vagy Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. 

Szignifikancia szintnek p<0.05-öt tekintettük. Többszörös összehasonlítás esetén Bonferroni 

korrekciót végeztünk. 

Több csoport összehasonlítása esetén egy szempontos ANOVA- vagy, non-parametrikus 

Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A többszörös összehasonlítás miatti korrekcióra Dunn-, 

illetve Tukey tesztet használtunk. 

 

4. Eredmények 

4.1.  PARK génvariánsok gyakoriságának vizsgálata a magyar populációban 

Vizsgálataink hat LRRK2 variáns (R1628P, G2385R, S1647T, R1398H, N551K és 

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

a PARK10 lókusz (rs10788972) egy-egy mutációjának előfordulási gyakoriságára irányultak. 

4.1.1. LRRK2 variánsok 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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A G2385R és az R1628P variánsok egyik vizsgálati csoportunkban sem voltak jelen. Ez 

az eredmény összhangban áll a kaukázusi populációra vonatkozó szakirodalmi adatokkal 

[15][16]. 

Az S1647T variáns minor allélja homozigóta formában (AA) magasabb frekvenciával 

fordult elő férfi PD betegek körében, mint a férfi kontrollok csoportjában. Ugyanezen 

csoportokban az allélfrekvenciák gyakoriságának összehasonlítása alapján a variáns A allél 

szignifikánsan nagyobb arányban volt jelen a vizsgált kontroll személyek körében (χ2 = 6.06; 

p = 0.014). 

Az rs1491923, R1398H és N551K LRRK2 variánsok esetében sem a genotípus, sem az 

allélok gyakorisága nem különbözött szignifikánsan vizsgálati csoportjaink között. Az 

R1398H és N551K variánsok - egy kontroll személy kivételével - minden esetben együttesen 

fordultak elő. Ez arra utal, hogy a két allél egymástól nem függetlenül öröklődik, közöttük 

kapcsoltsági kiegyensúlyozatlanság (LD; linkage disequilibrium) van. 

4.1.2. SNCA, MAPT és TCEANC2 génvariánsok 

Az rs356186 SNCA SNP genotípus megoszlása szignifikánsan eltért a kontroll- és beteg 

csoportunkban (χ2 = 7.65; p = 0.022). A különbséget az AA genotípus nagyobb aránya 

eredményezte a kontroll személyek körében (AA vs. GG + AG. Fisher‟s test: p = 0.019, OR: 

0.12, CI (95%): 0.014−0.95). A betegkohort késői betegségkezdetű (LOPD; late onset PD, 

betegség kezdet >60 év) alcsoportját összehasonlítva a kontroll csoporttal szintén szignifikáns 

különbség volt megfigyelhető az rs356186 SNP genotípus vonatkozásában (χ2 = 6.14; 

p = 0.046), mely különbséget a betegek körében nagyobb arányban előforduló AG genotípus 

eredményezett (AG vs. GG + AA. χ2 = 5.07; p = 0.024). 

Az rs2583988 SNCA variáns, valamint a vizsgált MAPT (rs1052553) és TCEANC2 

(rs10789972) SNP-k genotípus-, illetve allél-frekvenciája nem mutatott szignifikáns 

különbséget a vizsgálati csoportjaink között. 

 

4.2.  LncRNA szintek változásának vizsgálata humán vérmintákban 

41 féle neurodegenerációval összefüggésbe hozott lncRNA szintjét vizsgáltuk PD és 

kontroll mintákban (n=3 mindkét csoportban) RT-qPCR módszerrel. Az analízis során 12 

RNS bizonyult ezzel a technikával könnyen kimutathatónak, így ezek szintjét megvizsgáltuk 

további, nagyobb elemszámú kontroll (n=15) és PD (n=18) mintákban (megerősítő vizsgálat 

I.). GAS5 endogén kontrollt használva összehasonlításra, a NEAT1 lncRNA szignifikánsan 

nagyobb mennyiségét detektáltuk PD betegekben a kontroll csoporthoz viszonyítva (fold 

increase=1.93; p=0.035). Hasonlóan szignifikánsan emelkedett volt a TUG1 lncRNA szintje a 
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betegek körében a kontroll kohorthoz képest (fold increase = 1.71; p = 0.036). A NEAT1 és a 

TUG1 transzkripteken kívül a többi vizsgált RNS szintjében nem volt szignifikáns különbség 

vizsgálati csoportjaink között. 

A két szignifikáns eltérést mutató RNS szintjét megvizsgáltuk további nagyobb 

elemszámú PD (n=43) és kontroll (n=36) csoportokban (megerősítő vizsgálat II.). GAS5 

endogén kontrollhoz normalizálva adatainkat és a többszörös összehasonlítások miatt 

Bonferroni korrekciót használva szignifikánsan emelkedett NEAT1 szintet detektáltunk PD 

betegekben a kontroll csoporthoz viszonyítva (fold increase=1.62; p=0.0019), mélyagyi 

stimulációs kezelésben (DBS; deep brain stimulation) részesülő betegek körében a kontroll 

csoporthoz képest (fold increase = 1.61; p = 0.0021) és a hosszú betegségtartamú (LDD; long 

disease duration, betegségtartam ≥10 év) betegek alcsoportjában a kontroll kohorthoz képest 

(fold change= 1.74, p=0.0008). 

A II. megerősítő vizsgálat során a TUG1 lncRNA szintje nem mutatott szignifikáns 

különbséget a vizsgálati csoportjaink között. 

4.2.1. Két NEAT1 izoforma mutatható ki perifériás vérben 

Célunk volt annak vizsgálata, hogy az adatbázisokban szereplő NEAT1 splice variánsok 

kimutathatóak-e humán perifériás vérben. Az intronok körüli szekvenciákra tervezett 

primerekkel a két leginkább elfogadott izoformán kívül (NEAT1S és NEATL) más variánst 

nem detektáltunk. 

Vizsgálatunk további célja volt a NEAT1S és a NEAT1L arányának megállapítása. 

Kimutattuk, hogy az összes NEAT1 (NEAT1S és NEAT1L) lncRNA szint humán perifériás 

vérben 6-8-szorosan meghaladta NEAT1L szintjét, ami arra utal, hogy a rövidebb izoforma 

nagyobb mennyiségben van jelen a vizsgált mintákban. 

 

4.3.  In vitro sejtkultúrás kísérletek NEAT1 funkció vizsgálatára 

4.3.1. MPP+ kezelés idő- és dózis arányos NEAT1 expresszió fokozódást eredményez 

SH-SY5Y neuroblasztóma sejtekben 

SH-SY5Y neuroblasztóma sejtek kezelése MPP+ toxinnal a PD egy széleskörűen 

alkalmazott sejtes modellje. Célunk volt, hogy e modellt használva meghatározzuk az MPP+ 

kezelés hatását a NEAT1 expresszióra. Megállapítottuk, hogy SH-SY5Y neuroblasztóma 

sejtek 0.5 és 1 mM dózisú MPP+-vel történő kezelése 6, 20 és 24 órán át, a NEAT1 

expressziójának idő- és dózisfüggő fokozódását eredményezi. 24 órás kezelés 0.5 mM MPP+-

vel 4.92-szeres növekedést eredményezett. Az 1 mM-os MPP+ kezelés esetében 20 órás 

kezelés esetén tapasztaltuk a legnagyobb NEAT1 expresszió növekedést (8.03). A 24 órás 
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kezelés esetén azonban a növekedés csak a 6 órás kezelés esetén tapasztalt értékű volt (3.54). 

Ennek egy lehetséges magyarázata, hogy az 1 mM dózisú MPP+ erősen toxikus a sejtekre, és 

a 24 órás kezelés esetén tapasztalt mérsékelt szintű génkifejeződés a még életben maradt 

sejtek számának az erős csökkenését tükrözi. Ezt a felvetést támasztják alá sejt életképesség 

vizsgálataink eredményei (lásd később). 

4.3.2. SFN kezelés NEAT1 expresszió fokozódást okoz 

Ismert, hogy a HSF1 (Hősokk faktor 1) fokozza NEAT1 expresszióját [17]. A hősokk 

útvonal aktiválására alkalmas SFN ennek megfelelően HeLa sejtekben NEAT1 expresszió 

fokozódást idézett elő [17]. Ezen eredmények alapján megvizsgáltuk az SFN NEAT1 

expresszióra gyakorolt hatását neuroblasztóma sejtekben. Eredményeink azt mutatták, hogy 

10 uM SFN kezelés a kezelés időtartamával arányosan növekvő, tartós NEAT1 expresszió 

fokozódást eredményezett. 

4.3.3. SFN és MPP+ kezelés additívan fokozza a NEAT1 expressziót 

Kombinált SFN és MPP+ kezelés additívan növelte NEAT1 expresszióját SH-SY5Y 

sejtekben. A legnagyobb génexpresszió fokozó hatása az alacsony, 0.5 mM dózisú MPP+-vel 

kombinált SFN kezelésnek volt (fold up-regulation 0.5 mM: 15.78 vs. 1 mM: 10.52). A 

különbség hátterében a magasabb dózisú MPP+ kezelés kifejezett sejttoxicitása állhat. 

4.3.4. MPP+ és SFN kezelés hatása mtDNS kópiaszámra 

SH-SY5Y sejtek MPP+ kezelése idő- és dózisarányos relatív mtDNS kópiaszám 

csökkenést eredményezett. SFN-nel történő előkezelés részlegesen kompenzálta a 0.5 mM 

MPP+ kezelés által kiváltott mtDNS szám csökkenést. Ezek az eredmények arra utalnak, 

hogy a NEAT1 expresszió fokozódás önmagában nem okoz mtDNS kópiaszám csökkenést, 

illetve ha igen, SFN egyéb hatásai kompenzálni képesek azt. 

PQ kezelés SFN nélkül és azzal kombinációban is hasonló hatásúnak bizonyult az SFN 

mtDNS kópiaszám növelő hatását tekintetve, ugyanakkor a PQ egyik alkalmazott dózisa se 

okozott olyan prominens mtDNS csökkenést, mint azt az MPP+ kezelés esetén tapasztaltuk. 

4.3.5. PINK1 fehérjeszint változása NEAT1 expresszió fokozás hatására 

SH-SY5Y sejteket 0.25 mM MPP+-vel kezeltünk 24 órán át, majd teljes fehérje 

izolátumból WB analízist végeztünk. Az adott koncentrációjú MPP+ kezelés hatására nem 

tapasztaltunk változást a PINK1 fehérje szintjében. 

4.3.6. SFN és MPP+ kezelés hatása sejt életképességre 

MPP+ kezelés (1 és 2 mM) prominens (60 százalékos) sejt életképesség csökkenést 

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



8 
 

kombinálva sejt életképesség fokozó hatású volt, az önmagában alkalmazott SFN kezelés 

esetén tapasztalttal meghaladó mértékben. 

24 órás 0.1 mM, 0.5 mM és 2.5 mM PQ kezelés szintén sejt életképesség csökkenést 

okozott, amit 10 uM SFN kezelés részlegesen kompenzált. Hasonlóan az MPP+ kezelés 

esetén tapasztaltakkal, alacsony dózisú PQ (0.05 mM) kezelés erősítette az SFN sejt 

életképesség fokozó hatását. 

4.3.7. SFN kezelés részlegesen kompenzálja az MPP+ indukálta apoptózist 

SFN kezelés markánsan csökkentette mind a 0.25, mind a 0.5 mM MPP+ kezelés 

indukálta apoptózis mértékét: Annexin V-FITC jelölést követő áramlási citometriás analízis 

apoptotikus sejtek - azon belül is leginkább a korai apoptózis stádiumában levők - arányának 

a csökkenését mutatta az MPP+ kezelés SFN-nel történő kombinációja esetén. 

 

4.4.  In vivo egér modell NEAT1 hatásainak vizsgálatára 

4.4.1. SFN kezelés a kezelés idejével és dózisával arányos NEAT1 expresszió fokozást 

eredményez egér agyszövetben 

SFN kezelés (2.5, 5 és 10 mg/testtömeg kg dózisokban; 90 perc, 6, 12 és 24 óra 

intervallumokban) NEAT1 hosszú izoformájának expresszió fokozódását okozta. A 

génkifejeződés növekedés az állatok striatumában és agytörzsében volt a legkifejezettebb. 

4.4.2. MPTP kezelés dózissal arányos NEAT1 expresszió fokozódást eredményez 

Megállapítottuk, hogy MPTP kezeléssel NEAT1L expresszió fokozódás indukálható 

egerekben. Legkifejezettebb NEAT1L szint növekedés többszöri MPTP oltásban részesülő 

állatok striatumában volt megfigyelhető (striatum: 6.49 (p=0.0044), agytörzs: 3.84 

(p=0.0001)-szeres növekedés), ami arra utal, hogy az MPTP kezelés dózis függő NEAT1L 

expresszió fokozódást okoz. 

4.4.3. Kombinált SFN és MPTP kezelés additívan hat NEAT1 expresszió fokozásra 

Kombinált SFN és MPTP kezelés NEAT1L szint szignifikáns emelkedését eredményezte 

egér striatumban és agytörzsben. Legkifejezettebb NEAT1L expresszió növekedést kombinált 

SFN és MPTP kezelés esetén tapasztaltunk (6.92 és 5.25-szörös növekedés a striatumban és 

az agytörzsben). Megfigyelhető volt továbbá, hogy az SFN oldószereként használt EtOH 

szintén additívan hat az MPTP-vel a NEAT1L expresszió fokozásában. 

Alacsony elemszámú csoportokon végzett előzetes vizsgálataink során nem mutattunk ki 

szignifikáns mtDNS kópiaszám változást az MPTP-vel kezelt egerek agyszövetében. 

 

5. Diszkusszió 
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Vizsgálataink célkitűzése volt az LRRK2, SNCA, MAPT és TCEANC2 gének összesen tíz 

variánsa gyakoriságának felmérése magyar sporadikus PD betegekben és kontroll 

személyekben. 

Eredményünk, mely szerint az rs2583988 SNCA minor allélja és a betegség előfordulása 

között nincs asszociáció, összhangban van német [18] és ír [19] populációkból származó 

adatokkal. Az rs356186 variánsra vonatkozó eredményeink szintén összhangban állnak 

irodalmi adatokkal [20]: szignifikáns különbséget mutattunk ki az LOPD és a kontroll csoport 

genotípus megoszlása között, ami az LOPD páciensek körében tapasztalt AG genotípus 

magasabb arányának következménye. Szignifikánsan nagyobb arányban fordult elő továbbá a 

protektív minor allél homozigóta formában (AA) a kontroll csoportban, mint a PD betegek 

csoportjában. 

Az LRRK2 (PARK8) gén G2385R és R1628P variánsaira vonatkozó eredményeink 

megegyeznek a szakirodalomban szereplő adatokkal [15][16]. Az S1647T variáns minor 

allélja (A) szignifikánsan nagyobb gyakorisággal fordult elő kontroll férfiak körében, mint 

férfi PD páciensekben (χ2 = 6.06; p = 0.014). 

GWA tanulmányok felvetették egy, az LRRK2 gén közelében elhelyezkedő SNP PD 

rizikót növelő hatását. Az rs1491923 variáns egy A/G báziscsere, melynek minor alléljáról 

kimutatták, hogy szignifikánsan gyakrabban fordul elő PD betegek körében kaukázusi és 

ázsiai populációkban [22]. Mi nem tapasztaltunk összefüggést a variáns és a betegség 

előfordulása között, az SNP PD rizikót befolyásoló hatása azonban nem zárható ki. 

A két protektív hatású LRRK2 variáns (R1398H és N551K) együttes előfordulására 

vonatkozó eredményeink összhangban állnak görög és finn populációkból származó 

adatokkal, amely esetekben szintén nem mutattak ki összefüggést a variánsok jelenléte és a 

betegség előfordulása között [23][24]. 

A MAPT gént érintő inverzió okozta haplotípusok vonatkozásában eredményeink 

megegyeznek brit [25], svéd [26] és tajvani betegekre [27] vonatkozó adatokkal, ahol szintén 

nem írtak le összefüggést a H1 haplotípus és PD között. 

A TCEANC2 gén (PARK10 lókusz) rs10789972 variánsáról PD rizikó fokozó hatást írtak 

le amerikai populációban [28], de nem mutatták ki betegség módosító hatását kínai 

populációban [29][30]. Utóbbival vannak összhangban a mi eredményeink is: nem észleltünk 

összefüggést az SNP és a PD előfordulása között. 

Tekintettel a funkciók széles körére, melyekben PARK gének szerepet játszanak, intenzív 

kutatás folyik azzal a céllal, hogy ezek között közös nevezőt képező mechanizmusokat és 

molekulákat azonosítsanak. Az utóbbi években a hosszú nem-kódoló RNS-ek előtérbe 
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kerültek, mint amik szerepet játszhatnak a PARK gének által ellátott funkciók csomópontjain. 

Vizsgálataink célja volt könnyen hozzáférhető PD mintákban azonosítani olyan lncRNA szint 

eltéréseket, melyek egyrészt biomarkerként szolgálhatnak, másrészt közelebb juttathatnak 

minket a betegség hátterében zajló pathomechanizmusok megismeréséhez. 

A vizsgált lncRNA-k közül NEAT1 szignifikánsan emelkedett szintjét mutattuk ki 

többféle összehasonlításban. Legkifejezettebbek voltak a különbségek PD betegek, DBS 

kezelésben részesülő PD páciensek és LDD PD páciensek csoportjainak a kontroll csoporthoz 

történő hasonlítása esetén. A fokozott NEAT1 expresszióra vonatkozó eredményeink 

összhangban állnak azokban a tanulmányokban közölt adatokkal, melyek az RNS emelkedett 

szintjét írják le PD páciensek különböző agyrégióiban [5][6]. 

A NEAT1 lncRNA a „paraspeckle‟ sejtmagi organellumok fő szerkezeti eleme, ezáltal 

központi szerepet játszik génexpresszió- és sejt homeosztázis szabályozásában [31]. Egyre 

több adat támasztja alá az RNS PD-ben betöltött szerepét, de az nem tisztázott, hogy a 

NEAT1 szintjében észlelt változások ok-okozati összefüggésben állnak-e a betegséggel vagy 

véletlen az egybeesés. Egyes adatok a NEAT1 káros hatását tételezik fel, aminek 

mechanizmusa lehet PINK1 fehérje stabilizálás [7], SNCA génexpresszió modulálás [8][10], 

mikroRNS-ek “kihorgonyzása” [10][9][11][12]– ami által reaktív oxigén gyökök képzésében, 

neuroinflammációban, autofágiában, sejt növekedés és apoptózis modulálásában vehet részt a 

NEAT1 lncRNA. Ezzel szemben más eredmények, melyek az RNS természetes LRRK2 

inhibitor funkciójára utalnak a NEAT1 PD-vel szembeni protektív hatását támogatják [6]. 

Eredményeink a NEAT1 expresszió változásának hatásairól a PD használt sejtes és egér 

modelljeiben számos tekintetben összhangban vannak az előbb felsorolt kutatócsoportok 

eredményeivel és kiegészítik azokat. Másokhoz hasonlóan, MPP+/MPTP kezelés hatására 

NEAT1 expresszió növekedést mutattunk PD SH-SY5Y neuroblasztóma- és egér 

modelljében. Újdonság, hogy NEAT1 expresszió fokozódást mutattunk ki az előbb említett 

modellekben SFN kezelés hatására, amit a vegyület HSF1 aktiváló hatása eredményének 

tulajdoníthatunk. Ez lehetőséget adott arra, hogy vizsgálni tudjuk a NEAT1 expresszió 

fokozódásának hatását arra való tekintettel is, hogy mi volt az ezt kiváltó ágens: toxin, illetve 

neuroprotektív anyag. Sejt életlépesség mérésre vonatkozó vizsgálatainkkal kimutattuk, hogy 

SFN kezelés növeli a sejtek életképességét. SFN kezelést kombinálva alacsony dózisú MPP+-

vel vagy PQ-val még kifejezettebb sejt életképesség növekedést értünk el. Ennek lehetséges 

magyarázata a „prekondicionálás‟ jelensége, amely szerint az alacsony dózisú neurotoxikus 

kezelés okozta stressz endogén neuroprotektív folyamatokat indít el [32]. 
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A mtDNS kópiaszám változás tekintetében is különbséget találtunk a PD hatásainak 

modellezésére használt toxinok között. Míg az MPP+ kezelés markáns mtDNS kópiaszám 

csökkenést eredményezett, a PQ kezelés esetén a legnagyobb (1.5 mM) alkalmazott dózis 

esetén sem észleltünk ilyen változást. 0.5 mM MPP+ kezelés kiváltotta mtDNS csökkenés 

részlegesen kompenzálható volt 6 órás 10 uM SFN előkezeléssel. Míg egyik alkalmazott PQ 

dózis esetében sem volt észlelhető mtDNS csökkenés, alacsony dózisú (0.1 és 0.5 mM) 

toxinkezelés mtDNS kópiaszám növekedést eredményezett. Ez arra utal, hogy kellően 

alacsony, szubtoxikus dózisú PQ kezelésnek prekondicionáló hatása lehet, ami mitokondriális 

turnover- és ATP termelés-fokozódást eredményez. A PQ és az MPP+ kezelés mtDNS 

kópiaszámra gyakorolt hatása különbségének hátterében a két toxin eltérő hatásmechanizmusa 

állhat. 

Érdekes módon markáns csökkenés volt észlelhető a 0.25 mM és 0.5 mM MPP+ kezelés 

által kiváltott apoptotikus sejtek arányában SFN kezelés hatására. Ez az eredmény 

ellentmondásosnak tűnhetnek a sejtviabilitási vizsgálatok során tapasztaltakkal (miszerint az 

SFN-nek nincs védő hatása az MPP+ kezelés által okozott sejt életképesség csökkenéssel 

szemben), de az eltérő vizsgálati metodikák magyarázatul szolgálhatnak: a sejt életképesség 

vizsgálatok során használt CCK8 esszé a sejtek dehidrogenáz enzimeinek aktivitásán alapszik, 

ezért a metabolikus változások jelentősen befolyásolhatják a sejt életképesség vizsgálatok 

során nyert eredményeket [33][34]. 

Eredményeink az eltérő toxinkezelések eltérő hatásairól (mtDNS kópiaszám és 

sejtviabilitás) felhívják a figyelmet a betegség toxin modelljeinek hiányosságaira. Az összetett 

patomechanizmus pontos megismeréséhez elengedhetetlen volna olyan PD modellek 

létrehozása, amelyek még pontosabban reprodukálják a betegség hátterében álló 

kórfolyamatokat. 

Összegezve, eredményeink arra utalnak, hogy a NEAT1 expresszió fokozódása 

önmagában nincs káros hatással az apoptózisra, a sejt életképességre és a mtDNS kópiaszám 

változásra. Összességében eredményeink tehát nem támasztják alá NEAT1 primer 

neurodegeneratív hatását. 

 

6. Új eredmények 

I. 4 PARK gén 10 variánsának előfordulását vizsgáltuk magyar sporadikus PD 

betegek és kontroll személyek körében. Kimutattuk, hogy: 

1. Az LRRK2 gén G2385R and R1628P rizikófaktor variánsai nincsenek jelen sem a 

vizsgált beteg-, sem a kontroll csoportban. 
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2. Az rs1491923 LRRK2 SNP genotípus megoszlása és allél frekvenciája hasonló a két 

vizsgálati csoportban. 

3. Az S1647T variáns minor (A) allélja szignifikánsan nagyobb gyakorisággal fordult elő 

férfi kontroll személyek körében férfi PD betegek csoportjához képest (χ2 = 6.06; 

p = 0.014). 

4. A protektív hatású LRRK2 variánsok (R1398H és N551K) egymással kapcsoltan és a 

két vizsgálati csoportban hasonló előfordulási gyakorisággal voltak jelen. 

5. A protektív hatású rs356186 SNCA variáns vad típusú allélja homozigóta formában 

(AA) nagyobb arányban fordult elő a kontroll csoportban, mint a betegek kohortjában. 

Hasonlóan szignifikáns különbség volt az LOPD és a kontroll csoport genotípus 

megoszlása között, amit az AG genotípus nagyobb aránya okozott a betegek körében. 

6. Az rs2583988 SNCA, az rs1052553 MAPT és az rs10789972 TCEANC2 génvariánsok 

genotípus és allél megoszlása nem különbözött szignifikánsan vizsgálati csoportjaink 

között. 

Tudomásunk szerint ezekre az SNP-kre vonatkozó eredményeink az elsők a közép-

európai populációra vonatkozóan és adataink összhangban állnak az irodalomban 

szereplő más populációkra vonatkozó adatokkal. 

 

II. PD páciensek és kontroll személyek perifériás vérmintáiban történt lncRNA szint 

meghatározással kimutattuk, hogy: 

1. A NEAT1 szintje emelkedett PD betegek vérében. Legkifejezettebb volt az emelkedés 

az összes PD beteg vs. kontroll csoport (fold change = 1.62; p = 0.0019), a DBS kezelt 

PD páciensek 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) összehasonlításban. 

2. Eltekintve a két fő izoformától (rövid és hosszú) más NEAT1 izoformát nem 

mutattunk ki humán perifériás vérben. A két fő izoforma közül a NEAT1S jelentősen 

nagyobb mennyiségben van jelen. 

Közleményünk az első, melyben emelkedett NEAT1 lncRNA szintet közölnek humán 

perifériás vérben. Post mortem agyszövetből és a betegség modelljein végzett 

vizsgálatok eredményei összhangban vannak az általunk kimutatott eltéréssel. 

 

III. PD in vitro neuroblasztóma sejtmodelljét használva kimutattuk, hogy: 

1. MPP+ kezelés NEAT1 expresszió fokozódást okoz. 
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2. SFN kezelés dózis- és időfüggő NEAT1 up-regulációt eredményez SH-SY5Y 

sejtekben. 

3. Neuroblasztóma sejtek egyidejű kezelése MPP+ és SFN-nel kifejezettebb NEAT1 

expresszió fokozódást eredményez, mint külön MPP+-vel és SFN-nel történő kezelés. 

4. SH-SY5Y sejtekben a mtDNS kópiaszámot az MPP+ kezelés csökkenti, ezzel 

szemben az SFN kezelés növeli. Az MPP+ kezelést megelőző SFN előkezelés 

részlegesen kompenzálni képes a toxin által okozott mtDNS kópiaszám csökkenést. 

5. PQ és MPP+ kezelés is sejt életképesség csökkenést okoz. Ezzel ellentétben, SFN 

kezelés növeli a sejt életképességet. 

6. SFN kezelés részben kompenzálni képes a PQ okozta sejt életképesség csökkenést, 

szemben az MPP+ kezeléssel, ahol az SFN ilyen jellegű hatását nem tapasztaltuk. 

7. SFN kezelés markánsan csökkentette a 0.25 és 0.5 mM MPP+ kezelés kiváltotta 

apoptózist. 

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

vs. PQ) különböző mechanizmusok révén eredményeznek sejt életképesség 

csökkenést. Az emelkedett NEAT1 szint nem toxikus a sejtekre és a NEAT1 

expresszió fokozódás nem közvetlen oka a mtDNS kópiaszám csökkenésnek. 

 

IV. PD in vivo egér modelljét használva kimutattuk, hogy: 

1. MPTP kezelés NEAT1L expresszió fokozódást okoz egér agyszövetben. Az 

expresszió változás dózisfüggő és a legkifejezettebb a striatumban. 

2. SFN kezeléssel dózisfüggő és agyrégió specifikus NEAT1L expresszió fokozódás 

érhető el. 

3. SFN és MPTP kezelés additív hatású NEAT1 expresszió fokozást tekintve mind a 

striatumban, mind az agytörzsben. 

Eredményeink azt mutatják, hogy SFN kezeléssel NEAT1 up-reguláció érhető el in 

vivo, ez lehetőséget ad további, NEAT1 funkciójának megismerését célzó kísérletek 

végzésére in vivo PD modellben. 
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tanításukért, segítségükért a kísérleteim során és a laboratóriumban eltöltött idő alatti 

barátságos légkörért. 

Köszönet illeti az SZTE TTIK és BRC munkatársait, akik segítettek a sejtes modell 
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