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3. BEVEZETES

3. 1. Az epithelioid sarcoma

Az Enzinger altal 1970-ben azonositott epithelioid sarcoma [1] egy ismeretlen
patogenezisii, jellegzetes, de ritka malignus lagyrész daganat, mely a sarcomak mintegy
0,6-1%-at [2], a gyermekkori nem rhabdomiosarcomatézus lagyrész sarcomak 4-8%-at
[3] képezi napjainkban. A tumor két klinikopatologiai altipusat ismerjiik, a klasszikus
vagy disztalis tipust és a proximalis (nagysejtes) varidnst. A disztalis altipus
incidenciaja koriilbeliil kétszer nagyobb a proximalis tipusénal [4]. Az elvaltozas
eléfordulasa altipustdl fiiggetleniil a férfiak korében kozel kétszer gyakoribbnak szémit,
mint a n6k korében [5]. A klasszikus tipus az esetek tobb mint 70%-aban a 10 és 40 év
(atlag 25,5 év) kozotti korosztalyt érinti [5]. A proximalis varians valamivel idésebb
populacidra jellemzo, az érintett betegek tobb mint 80%-a 20 és 65 év (atlag 40 év)
kozotti kormegoszlasu [6].

A klasszikus tipust epithelioid sarcoma foéként a felsd végtagok disztalis részein
fordul el6, az esetek tobb mint 60%-a az ujjakban és a kézben, ezt kovetik az also
végtagi disztalis €s proximalis, a fels6 végtagi proximalis, végiil a torzsi, feji és nyaki
elhelyezkedések [7, 8]. A proximalis tipus leginkabb a torzsi részek mélyebb lagyrész
szoveteiben ¢és a csip6/far tajékon jelenik meg, kisebb részben a combra, a fej és nyak
régiora, a honaljra és a végtagokra lokalizalodik [7, 8]. A felileti elhelyezkedésii
1ézi61k szoliter vagy multiplex, lassan novekvd, rendszerint fajdalommentes és kemény
csomokként ismeretesek. Az elvaltozasok gyakran nehezen gyogyuld bor fekélyre
emlékeztetnek. A mélyebb szovetekben el6forduld tipusok rendszerint nagyobb
méretliek és infiltralobb tulajdonsagtak [6].

Az Otéves betegségmentes tulélési arany 60-80% kozé, a tizéves pedig 42-62%
kozé esik a nagyobb beteganyagokat tartalmazd vizsgalatok alapjan [9, 10].
Metasztazisok a betegek mintegy 40-50%-aban alakulnak ki, rendszerint a tumorok
ismételt kinjulasait kdvetden és az attétek leggyakrabban a tiid6t, valamint a regionalis
nyirokcsomokat érintik [11]. A tumor &téves lokalis kiujulasanak rataja 35%-ra tehetd
[10]. Mindkét altipus esetén rossz prognosztikai faktornak szamit a férfi nem, az

elérehaladott kor, a proximalis/axialis lokalizacid, az 5 cm-nél nagyobb tumorméret, a



magas mitotikus aktivitds, a nyirokcsomoi érintettség, a proximalis szoveti altipus
rhabdoid morfologiaval és a kiterjedt nekrozisok jelenléte [12]. A proximalis tipusu
epithelioid sarcoma progndzisa szignifikansan kedvezdtlenebb, mint a disztalis tipusé
[3], viszont sokkal jobb, 6sszehasonlitva a malignus rhabdoid tumor kimenetelével [12].

A tumorok széles sebészi eltavolitasa a legelso és leginkabb alkalmazott kezelési
mod, de szamos esetben hasznalnak magas dozisu kemoradioterapiat [13, 14]. Azonban
egy 11 beteget magaba foglald tanulmanyban azt kozolték, hogy sem a doxorubicin
alapu kemoterapia, sem a sugarkezelés nem javitotta a tiinetmentes talélést [15].
Ugyanebben a tanulmanyban javasoljadk a szerzok, hogy a betegek tulélését és
¢letmindségét hatékonyan segitd kezelési stratégidk meghatdrozasahoz nagyobb szintli
intézményi kollaboraciok sziikségesek a jovoben.

Az epithelioid sarcoma sejtekre a multidirekcionalis, de legféképpen az
epithelialis differenciacio jellemz6. A disztalis altipus (la. abra) legtobbszor centralis
nekrozis koril, szinte néha granulomat utanzoé viszonylag monomorph daganatsejtekbdl
éptil fel, relative alacsony mitotikus aktivitas és a daganatsejteket 6vezé lymphoid sejtes
besziirddés jellemzi. Ezzel szemben az els6ként 1997-ben leirt proximalis tipusa
epithelioid sarcoma (1b. abra) [16] gyakrabban mutat rhabdoid morfologiat, azaz a
sejtek széles citoplazmaval rendelkeznek, a magok excentrikus elhelyezkedésiek,
prominens nukledluszok lathatok és magasabb a tumor mitotikus aktivitasa [17] is. Ezen
utobbi tipus akdr éretlen laphamrikra vagy angiosarcomdra is emlékeztethet. A
rhabdoid morfologia [18] a rendkiviil magas malignus potencialti rosszindulata, akar
mezenchimalis vagy epithelialis daganatok indikatoranak tekinthet6. Szamos tanulmany
ramutatott a rossz prognozis €s a rhabdoid sajatossag kozti osszefiiggésekre [19-23]. A
jol elkiilonithetd rhabdoid jellegii sejt (2. abra) excentrikus sejtmaggal, szembetiind
nukleusszal rendelkezik, eozinofil citoplazmajaban gombszerii, pericentrikusan
elhelyezkedd, citokeratin €s vimentin intermedier filamentumokbol felépiild inkluzios
test (zarvanytest) talalhaté [24]. Féként a proximalis tipust epithelioid sarcoma
elkiilonitése okoz nehézséget mas gyengén differencidlt carcinomatol és epithelioid
malignus tumoroktol [13].

Az epithelioid sarcoma immunfenotipusat jellegzetes vimentin és epithelialis
markerek: alacsony és magas molekulasulyu citokeratinok, keratin 8, keratin 19 [21] és

EMA [11] expresszidja jellemzi (lc. és 1d. abra). A carcinomakkal ellentétben az



epithelioid sarcomak mintegy 50%-a mutat CD34 immunpozitivitast (le. abra) [25].
Szamos tanulmanyban kimutattdk a SMARCBI1 nukleéris fehérje expresszidjanak
hianyat az epithelioid sarcomak koriilbeliil 90%-aban (1f. abra) [26, 27]. Az S100,
desmin és FLI-1 immunhisztokémiai festések rendszerint negativak benniik [28].

Béar a primer és metasztatizalo epithelioid sarcoman végzett citogenetikai
vizsgélatok komplex eltéréseket talaltak, kiilonosen a 22ql1 kromoszoéma régionak
tulajdonitottak szerepet a tumor patogenezisében [29]. A 22q abnormalitasok
érintettségét a heterozigédtasag vesztéses kisérletek is feltételezték [30]. A 22ql11-12
régiot érintd genetikai valtozdsok a SMARCB1 tumorszupresszor gén mutacioit,
delécidit vagy mas eltéréseit foglaltdk magukba. Ezeket a genetikai eltéréseket a
gyerekkori vese és kozponti idegrendszeri rhabdoid tumorokban szintén megfigyelték
[31]. Bar SMARCB1 inaktivaciot az epithelioid sarcomak tobbségében [32] és a
malignus rhabdoid tumorokban egyarant leirtak, elébbiekben a SMARCB1 mutaciok
gyakorisaga szignifikansan alacsonyabbnak adodott [26, 27]. Mindez azt sugallja, hogy
a SMARCBI fehérje expresszio hianyaért felelds mechanizmusok eltérdek lehetnek a

két emlitett entitasban.
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1. Abra: Disztalis (a; 20x nagyitas) és proximalis (b; 20x nagyitas) tipust epithelioid sarcoma
H&E (hematoxilin-eozin) festett képe. A tumorsejtek jellegzetes vimentin (c; 20x nagyitas),
citokeratin (d; 20x nagyitas) és CD34 (e; 20x nagyitas) pozitivitasa, valamint SMARCBI (f;

20x nagyitas) negativitdsa immunhisztokémiai reakciokkal kimutatva.

2. Abra: Jellegzetes rhabdoid sejtek
H&E festett morfologiai képe (100x
nagyitas)
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3. 2. A SWI/SNF kromatin-atrendez6 komplex

A DNS nukleoszémakba valo szervezddése, tehat maga a kromatin szerkezet
gatolja a génkifejezodést azzal, hogy a transzkripcids faktorok, az aktivatorok és az
RNS polimeraz nem fér hozza a DNS-hez. A transzkripcio eléfeltétele a kromatin
fellazuldsa. A génexpresszidt befolydsolé kromatin valtozasok lehetnek: kromatin-
atépités (chromatin-remodeling), hisztonok moddosuldsa vagy DNS metilacio. Ezidaig
Osszesen 6t ATP fiiggd kromatin-atépitd komlexet ismeriink: SWI/SNF, ISWI, NuRD,
INO8O0 ¢s SWRI1. Ez egy 1j és Osszetett teriilete a biologidnak, a legtobb informéacidval
talan a SWI/SNF kromatin-atépité komplexekrdl rendelkeziink. Eme komplexek az
Osszes eukaridta szervezetben megtalalhatok és nagyfokil evolicios konzervaltsagot
mutatnak. A SWI/SNF fehérje komplexek felépitését a 3. abra mutatja be. A fehérje
komplex ATP energidjanak felhasznaldsaval képes a nukleoszémakat athelyezni és

ezzel pl. a promotert hozzaférhetové tenni [33, 34]. Ennek a dinamikus folyamatnak

rrrrrr

BAF PBAF
B-actin _ /BAF200>
: ARID1 D >
BAF53 ] BAFS3 TBAF180>
(AorB) S PA of 8)/ (A or B) ; ¥ R

. é»\F45 ;
] BAF60 ¢
P (A B,CorD) _(_.,‘\_BOrC) .

BAF57 BAFS7

BAF60
(A.BorC) /S

3. Abra: Az SWI/SNF komplexek felépitése. Evolucidsan konzervalt kdzponti alegységekbol
(z0ld) és variabilis alegységekbdl (sarga) allnak. A BRGI-asszocialt faktor (BAF) és a
polybromo BRG1-asszocialt faktor (PBAF) komplexek képezik a legfébb alosztalyaikat. Az
AT-gazdag interaktiv domént tartalmazo protein 1A (ARID1A) és az ARIDIB (kék) a BAF
komplexhez tarsultak, mig BAF200, BAF180, valamint bromodomain tartalmu protein 7
(BRD7) (piros) a PBAF komplexben egyediek.
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A SWI/SNF  komplexek  szdmos  varidnsa  ismert emldsokben,
megkiilonboztetésiik szovet specifikus alegységeiknek megfelelden lehetséges. (1.
tablazat) Az emlés SWI/SNF komplex az élesztovel homoldég SWI2/SNF2 ATPaz
fehérje csaladbol (vagy SMARCA4/BRG1 vagy SMARCA2/BRM), SMARCBI,
SMARCCI/BAF155 és SMARCC2/BAF170 kozponti alegységekbdl, valamint 4-8
szOveti szarmazas alapjan kiilonb6zo tovabbi alegységbol épiil fel [36, 37]. A
SMARCBI az 6sszes SWI/SNF varidnsban kozponti alegységként szerepel. A fehérje

szintugy magasan konzervalt, amint azt egér ¢s human aminosav szekvenciak mutatjak.

1.  Tablazat: SWI/SNF  komponensek  élesztében,

ecetmuslicaban és eml6sokben

Emlos SWI/SNF alegységek Nem-gerinces ortologok
Alegység neve  Gén neve  Saccharomyces  Drosophila
BAF250A ARID1A SWi1 OSA
BAF250B ARID1B
BAF200 ARID2 BAP170
BRM SMARCA2  SWI2/SNF2 BRM
BRG1 SMARCA4  SWI2/SNF2 BRM
BAF180 PBRM1 RSC1 Moira/BAP155
BAF170 SMARCC?2 SWI3 Moira/BAP155
BAF155 SMARCC1 SNF12 BAPG60
BAFG0A SMARCD1 SNF12 BAPG0
BAF60B SMARCD2 SNF12 BAPG60
BAF60C SMARCD3
BAF57 SMARCEL1 Dalao/BAP111
BAF53A ACTL6A BAP55
BAF53B ACTL6B ARP4
BAF47 SMARCB1 SNF5 SNR1

3. 3. ASMARCB1 gén

3. 3.1. Nevezéktan

A gén ortologjat eldszor mutans élesztd szervezetek szacharoz fermentéaciora
képtelen valtozataiban vizsgaltak [38]. Ezaltal kapta a gén a Sucrose Non-Fermenting

gene number 5 (SNF5) nevet, majd megallapitottak rola, hogy atirt fehérjéje a SWI/SNF
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kromatin-atrendez6 komplex tagja [39]. A human ortolégot a human immundeficiencia
virus integrdz fehérjével kolcsonhatd proteinként azonositottdk, igy nevezték el
INtegrase Interactor 1-nek (INI1) [40]. Feltételezték, hogy az emlés SWI/SNF komplex
szerepe valamennyiben eltér az ¢élesztoben leirt funkcidktol, ezért a Brgl/Brm
Associated Factors complex (BAF komplex) névvaltoztatast javasoltak. Majd a 47 kDa-
os molekula tomege miatt nevezték el BAF47-nek. A HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) 2002-es évi szabalyzata [41] alapjan a gén megnevezésére
elfogadott szimbolum a funkcionalis szerepre utald SMARCBL1 (,,SWI/SNF related,
Matrix associated, Actin dependent Regulator of Chromatin, subfamily B, member 1”)
lett, mely név alapjan a fehérje a SWI/SNF ATP-fiiggé kromatin-atrendezé komplex
kozponti alegységeként miikodik [42].

3. 3.2. ASMARCB1 gén funkcioi

Korébban megjelent tanulmanyok kimutattdk, hogy a SMARCB1 gén a genom
stabilitdsanak ellendrzésében és a sejtciklus progresszidjanak szabalyozédsdban vesz
részt [43]. A SMARCBL1 serkenti a p16/Rb tumorszupresszor utvonalat, azaltal hogy
aktivalja a CDKN2A-t és gatolja a CDK / ciklin D komplexet [44]. A SMARCBL1 kiesés
a sejtciklus progresszidjat okozza részben a p16™<* leszabalyozasaval és az E2F és
ciklin D1 feliilszabalyozasaval (4. abra) [45-48]. Bar a SMARCB1 vesztés kivaltotta
abnormalis proliferacios stimulus is serkenti a sejtciklus ellenérz6 pontjait, ezaltal
nyugalmi allapotot és apoptozist indukal. Igy annak ellenére, hogy feliilszabalyozédnak
a proliferaciohoz asszocialt utvonalak, a SMARCB1 biallé¢likus kiesése a primer
sejtekben letalisnak bizonyul. Tovabba a SMARCB1 hidnyos sejtek talérzékenységet
mutatnak a genotoxikus stresszre, emelkedett szamu aberrans mitozissal birnak és
felhalmozzak a foszforilalt p53-at. Mindez specifikus p53 target gének emelkedett
expresszidjat eredményezi utalva a SMARCBL1 szerepére a DNS kérosodasokra adott
valaszban [49]. A SMARCB1 szerepét kimutattdk az aktin citoszkeleton halozat
szabalyozasaban, tovabba azt taldltdk, hogy vesztése aktivalja a RhoA jelutat és

fokozott migracioval jar [50, 51]. Ezenfeliil rhabdoid sejtvonalakban a SMARCB1
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hianya megakaddlyozta az interferon stimulalta gének aktivacidjat, ami az interferon

kezelés lehetoségét vetheti fel [52] (4. abra).

pl6Ink4a | / / Gz’ttolt differenciacio
2 RhoA?
Cyclin D11 / Interferon |
E2F 1 4 Migracio 1

4. Abra: A SMARCBI vesztés tumor-asszocialt hatésai

3. 3.3. SMARCB1 deficiens tumorok

A SMARCBI1 gén a 22q11.23 kromoszoma régidban helyezkedik el, és mint
szupresszor gén valt ismertté malignus rhabdoid tumorokban (MRT) [53, 54]. Az MRT
egy nagyon agressziv neoplazia gyermekek veséjében, extra-renalis lagyrészeiben és
agyszovetében. Ebben a daganattipusban a SMARCB1 gén mindkét alléljat érintd, un.
biallélikus génkarosodas azonosithato, ami arra utal, hogy a tumorszupresszor
funkcioveszté mutacidja hozzajarul a tumor onkogeneziséhez [53]. Azonban ugy tiinik,
hogy a SMARCB1 gén tovabbi tumortipusok patogenezisében szerepet jatszik. Az
epithelioid sarcoma, a vese medullaris carcinoma, az epithelioid malignus idegse;jt
tumor, a mioepithelidlis carcinoma ¢és az extraszkeletdlis mixoid chondrosarcoma
jelentik a daganatok azon csoportjait, melyek SMARCBL1 aberraciokon osztoznak [55].
Az eldzdleg emlitett entitasok mindegyike mutathatja a SMARCBI1 expresszio hianyat,
jellemzobik lehetnek a rhabdoid citomorfologia és a néha atfedé immunhisztokémiai és

szovettani tulajdonsagok.
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3. 4. Epigenetikai szabilyoz6 mechanizmusok

A genom a bazisok sorrendje altal meghatarozott genetikai informéciéo mellett
poszt-szintetikus modositasoknak koszonheté un. epigenetikai tobbletinformaciot is
tartalmaz. Mindez a genetikai informacio megfeleld helyen és idében torténd
hasznositasanak koordindciojat teszi lehetévé. Az epigenetikai informacid elsésorban a
gének expresszidjanak szabalyozasaban jatszik szerepet. Fontossagat leirtdk az
embriogenezis és a szoveti differencialodas szabalyozasaban [56, 57], a kromoszomak
megfeleld szerkezetének kialakitasaban [58], az X kromoszoma inaktivalasaban [59] és
a genomikus bevésddés (imprinting) kialakitasaban [60]. Ezeken feliil az epigenetika
fontos szerepet t6lt be a tumorképzésben is [61, 62].

Az epigenetikai szabalyozas a DNS metilaciojan vagy a kiilonb6z6 hiszton
modifikacidokon (acetilacid, metilacio, foszforilacio, ubikvitindcid, stb.) keresztiil
valoésulhat meg. A géncsendesitésben szerepet jatszo Polycomb represszor fehérje
komplexek [63, 64], valamint a microRNS-ek (miRNS) [65] is az epigenetikai

szabalyozas részének tekinthetoek.

3. 4.1. Hiszton metildcid

A génkifejez6dés epigenetikai szabalyozasanak egyik mechanizmusa a hiszton
fehérjék poszt-transzlacios modositasa. A modositasok lehetnek acetilaciok, metilaciok,
foszforilaciok, ubikvitinaciok, sumoylaciok, stb. [66]. Ezek koziil a metilacid és az
acetilacid a leggyakrabban tanulmanyozott hisztonmodifikaciés mechanizmus. A
hiszton fehérjék acetilacidja eltavolitja a pozitiv toltéseket, ami altal csokken a hiszton
DNS-hez valo affinitdsa, s igy az RNS polimerdz és a transzkripcids faktorok
konnyebben hozzaférnek a DNS szabalyozd régioihoz, ami megndveli az érintett
génekrol torténd transzkripeid végbemenetelének esélyét. A hisztonok metilacidjahoz
metil gyok (-CH3) hozzdadésa az acetildcioval rendszerint ellenkezd hatdsu. A metilalt
hisztonok 4altaldban (nem mindig) erdsebben kotddnek a DNS-hez. A metilacio

célpontja a hisztonok N-terminalisan elhelyezkedé bazikus lizin, arginin és hisztidin
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aminosavak. A metilaci6 eredményeként az aminosavak 1, 2 vagy 3 H atomja
metilgyokre cserélddik, s igy metil-lizin (mel), dimetil-lizin (me2) vagy trimetil-lizin
(me3) molekulakat kapunk. A metilaci6 nem a hiszton t6ltését befolyasolja, hanem
megvaltoztatja a hisztonok egymassal és a szabalyoz6 fehérjékkel valo kapcsolatat. A
metilacio rendszerint erdsiti a hiszton-DNS kapcsolodast, s igy csokkenti (meg is
szlintetheti) egy DNS szegmens transzkripcids aktivitdsat. A legszélesebb korben
tanulmanyozott hiszton metilacios helyek a H3 lizin4 (H3K4; a H3 hiszton alegység 4.
pozicidjaban 1évo lizin), a H3K9, a H3K27, a H3K36, a H3K79 és a H4K20. A metil-
lizin molekula jellege, mintazata és a metilacié foka (mel, me2 vagy me3) kiilonbféle
génexpresszios allapotokkal hozhatd 6sszefiiggésbe. Példaul a H3K4me3 altalaban aktiv
transzkripciot eredményez [67], mig H3K27me3 negativan szabalyozza a
génexpressziot, mivel a kompakt kromatin allomany létrejottét segiti eld. A metilaciot
specifikus hiszton-metiltranszferaz (HMT) enzimek végzik. Hasonloan az acetilacidohoz,
a metilacio is reverzibilis, a CH3 gyokok eltavolitasat a hiszton farkak lizin és arginin
aminosavairol a kiilonféle hiszton demetilaz enzimek hajtjak végre. Szamos bizonyiték
utal arra, hogy az aberrans hiszton metilacionak szerepe lehet a daganatképzddésben. A
hiszton metilaciét moédositd és a metilkotd fehérjék mutacioi vagy kifejezodésiik
valtozasai korrelaciot mutatnak a kiilonb6z6o daganatos megbetegedések novekvo
incidencigjaval [68, 69]. Példaul a H3K27me3 metiltranszferaz EZH2 (Enhancer of
zeste homologue 2) feliilszabalyozodik szamos tumor példaul prosztata [70], emlérak
[71], limfoma [72] és egyes lagyrész sarcomak, pl. synovialis sarcoma [73] esetében is.
Az EZH2 overexpresszidja korrelaciot mutat az elérehaladott daganatos progresszioval,
a tumor agressziv viselkedésével és eldnytelen klinikai kimenetelével [74].Az EZH2 a
Polycomb fehérje csalad (PcG-polycomb group) tagja, mely fehérjék a transzkripcid
karosodasok kijavitdsaban, a sejtek differencidlodasaban, szeneszcencidjdban ¢&s
apoptozisaban vesznek részt. A PcG fehérje csalad tagjai két, in. multimer polycomb
represszor komplexet (PRC-Polycomb Repressive Complex), a PRC1-et és a PRC2-t
alkotjak. Az EZH2 az EED (embryonic ectoderm development) és a SUZ12 (suppressor
of zeste 12) alegységekkel funkcionalis kolcsonhatasban szerepelve adjadk a PRC2
kozponti tagjait és katalitikus alegységeit (5. abra).
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5. Abra: Az EZH2 altal kozvetitett hiszton metilacié és transzkripcio gatlas.
A PRC2 komplex alegységeként az EZH2 az EED és SUZ12 fehérjékkel
interakcioba lépve képes a hisztonok lizin oldalancara metil csoportokat

kotni, ezaltal a génkifejezodést szabalyozni.

3. 4.2. DNS metilacio

Nem csupan a hisztonok, hanem a DNS is metilalédhat, melynek funkcioja a
kompakt kromoszomaszerkezet kialakitdsa €s a transzkripcid gatlasa. Magasabb rendi
citozin pirimidingytiriijének 5. szénatomja. Ennek a médosulasnak fontos szerepe van a
gének expresszidjaban, kiilondsen, ha egy génben CpG-gazdag régio (CpG sziget; a ,,p”
azt jelzi, hogy a két nukleotid foszfodiészter kotéssel kapcsolodik egymashoz) talalhato.
malignusan transzformalt sejtekben a legtobb CpG sziget nem metilalt allapotban fordul
el6é [75]. Egy normalisan nem metilalt CpG sziget koros metilacidja megakadalyozza a

gén transzkripcidjat, amely nem ritka jelenség daganatos sejtekben. Ez a mechanizmus
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crer

[75, 76]. A kiilonbféle sarcomak esetében ismert mar, hogy megndvekedhet benniink
bizonyos promoterek metilacidja. Példaul, egy vizsgalat mintegy 98 tumor tobb mint
1000 CpG szigetének tanulmanyozasaval felfedte, hogy néhany malignus daganat (mell,
fej és nyak, here) esetében alacsony szintli a metilacio, mig mésok, koztiik 22 primitiv
neuroektodermalis tumor nagy frekvenciaju metilaciot mutatott [77]. Tovabba szamos
sarcoma sejtvonalban és primer tumorban azonositottak talzott mértékben metilalt,
specifikus géneket, beleértve a kulcsfontossagu sejtciklus szabalyzo CDKNZ2A gént és
masokat [78, 79]. Mixoid/kereksejtes liposarcomaban példaul kimutattdk a fontos
tumorszupresszorként ismert APC gén promoéterének magas frekvencidgji CpG-

metilaciojat [80].

3. 4.3. A mikroRNS-ek (miRNS-ek) mint poszttranszkripciondlis szabdlyozoé molekuldk

3.4.3.1. A miRNS-¢k jellemz6i és képz6désiik folyamata

A miRNS-ek rovid, 16-29 nukleotid hossztsagu, fehérjét nem kodolo, egyszala
ribonukleinsav (RNS) molekuldk, amelyek az un. RNS-interferencia endogén
mediatorai. Irodalmi adatok szerint a humdan génatiratok mintegy 30-50%-at
szabalyozzak [81, 82]. A miRNS-ck specialis érési utvonalon keresztiil nyerik el az
effektor formajukat: pri-, pre-miRNS forman at kiilonb6z6 enzim-komplexek
hasitasanak segitségével duplaszalt, érett miRNS-ekké alakulnak [83]. A szarmazasuk
szerint  keletkezhetnek egyedi génekrél (un. intergénikus miRNS-ek) vagy
szarmazhatnak intronikus régiokbol is [84]. Attdl fiiggben, hogy egy atirasi egységbe
hany miRNS tartozik, klasztereket kiilonboztethetiink meg [85], pl.: miR-17-92-es
klaszter, melynek érett miRNS-ei kdzponti jelentdséget toltenek be az apoptotikus
folyamatok szabalyozasaban [86]. A miRNS génekr6l az RNS polimeraz II (pol II) a
sejtmagban egy elsédleges vagy mas néven primer (an. pri-miRNS) transzkriptumot ir

at, mely a termodinamikai 0Osszefliggéseknek megfeleld, részleges kettdsszalu
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térszerkezetet vesz fel. Ennek hatdsara hajtli régiok alakulnak ki, melyekrdél az érett
mMIRNS-ek 1étrejohetnek. A képzddé duplaszalu prekurzor (in. pre-miRNS) alakot egy
Drosha nevii RNaz III tipusti enzim hasitja le a primer formardl. Az enzim altali
felismerés ¢€s levagas szigorian meghatarozott szabalyok szerint torténik, azonban a
részletek maig nem tisztazottak teljesen. A kovetkezd 1épésben az allati sejtek esetében
a sejtmagbdl a citoplazmaba keriil a hurkos, kétszalu pre-miRNS egy membranfehérje,
az Exportin-5 segitségével. A novényi sejtekben ezzel szemben ez még a sejtmagi
folyamat része. A citoplazméba keriilt duplaszalt, hurkos forma ezutdn hasitason megy
keresztiil, melyet egy RNaz III tipusi enzim, a Dicer végez el. A kétszala, 22-23
nukleotid hosszsagh termék a kovetkezd 1épésben egy helikdz enzim segitségével
egyszaluva alakul, igy beépiilve egy fehérje komplexbe, a RISC-be [mely az RNS
indukélta csendesitdé komplex (,RNA induced silencing complex™) kifejezésbol

szarmazik], és az mRNS-¢ek represszidjaban vagy azok hasitasaban vesz részt [87].

3. 4.3.2. A miRNS-ek nevezéktana

A szekvencidjukban kiilonbozo, érett miRNS-eket a "miR-" eldtag utan
feltiintetett sorszammal kiilonitjiik el egymastol. A miR el6tt feltiintetett "hsa-" eldtag a
MIiRNS human eredetére utal. El6fordulhat, hogy ugyanazon miRNS-t egy fajon beliil a
genom kiilonbozd 16kuszain elhelyezkedd tobb gén is kodol, és ezeket a miRNS
sorszama utan kotdjellel feltiintetett (ijabb szammal kiilonitik el (pl. miR-6-1, miR-6-2).
Az egy-két nukleotidban kiilonb6z6 miRNS varidnsokat betijjellel kiilonitik el (pl.:
miR-181a, miR-181b). Az is eléfordul, hogy egyes miRNS prekurzorok mindkét
szalarol érett miRNS képzddik. Amennyiben az egyik karr6l szintetizalt miRNS
talsulyban van, a kevésbé dominans miRNS-t csillaggal jelolik (pl.: miR-129, miR-
129%*). Egy adott prekurzor 5’ karjarol keletkezé miRNS-t a miRNS sorszama utani -5p,
mig a 3* végrol képzéddé miRNS esetén a -3p megjelolést alkalmazzak (pl.: miR-485-
5p, miR-485-3p) [88, 89].
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3. 4.3.3. A miRNS-ek szerepe a daganatképz6désben

A miRNS-ek tumorszupresszorok ¢és protoonkogének poszt-transzkripcios
gatlasan keresztiil szabalyozzédk a jelatvitel és a sejtciklus folyamatait. Ebbdl
kovetkezik, hogy expresszidjuk valtozasa a sejtosztdédas egyensulyanak felborulasahoz,
fokozott  sejtproliferaciohoz  és  daganatképzodéshez vezet. A  miRNS-ek
tumorigenezisben betdltott szerepére utal az is, hogy az ezeket kodold gének tobb mint
fele, olyan sériilékeny kromoszoma régiokban talalhatd, amelyek aberracidja gyakran
megfigyelhetd daganatokban. Az utobbi években a tumorbioldgiai kutatisok egyre
nagyobb hangsulyt fektettek a kiilonb6zd daganattipusok miRNS expresszid alapjan
torténd osztalyozasadra. Az mRNS expresszios mintazat alapjan torténd vizsgalatokkal
szemben a mMiRNS-ek elénye, hogy mivel egy miRNS molekula egyszerre tobb szaz cél
mRNS expresszidjat szabalyozhatja, igy mar joval kisebb szdmu miRNS marker is
elegendd jol elkiilonithetd csoportok felallitasahoz [90, 91].

A miRNS-ek patogenetikai szerepét elsoként B-sejtes kronikus lymphoid
leukémia esetén igazoltak [92]. Ezt kdvetden azonban szamos daganattipusban irtak le
szignifikdnsan megvaltozo miRNS expresszidés mintazatot, tobbek kozt pancreas [93],
pajzsmirigy [94], tid6é [95], maj [96], gyomor [97], petefészek [98] és kiilonbozd
idegrendszeri daganatok (glioblastoma multiforme, neuroblastoma) esetében is [99].
Daganatokban az ép szovethez képest valtozast mutatd expresszioji miRNS-ek a
klasszikus onkogén-tumorszupresszor vonal alapjan osztalyozhatok. Azaz a
tumorszovetben fokozott expressziot mutatd miRNS-ek onkogén (onkomiR), mig a
represszaltak tumorszupresszor tulajdonsaguak. Mivel az in silico becslések alapjan a
MIRNS-ek egyszerre akar tobb szaz protoonkogén és tumorszupresszor tulajdonsaga
célmolekulat is szabalyozhatnak, igy daganatképzésben betdltott szerepiik tisztdzasahoz
elengedhetetlen célpontjaik és azok bioldgiai funkcidjanak azonositasa is.

Mindez arra utal, hogy a miRNS-ek expressziés mintazatanak tanulmanyozasa
kiilonb6z6 tumorok esetében tobb szempontbdl is nagy jelentéségii. Egyrészt kdzelebb
vihet a daganatok patogenezisének pontosabb megértéséhez, masrészt segitségével
olyan biomarkerek azonosithatok, melyek alkalmazasa nagymértékben megkonnyiti a
tumorok pontos diagnosztizalasat. Ilyen biomarkereket alkalmaznak tobbek kozt a

follicularis pajzsmirigytumorok esetében is. Ezek korszovettani elkiilonitése rendkiviil
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nagy gyakorlatot igényel, kétes esetekben azonban néhany miRNS marker (miR-197,
miR-221, miR-346) expressziojanak vizsgalata segitheti a diagnoézist, illetve a késébbi
terapia megvalasztasat [100]. A miR-221 expresszidjanak valtozasa azonban nem csak
tumoros szdvetekben, hanem a kornyezd, szovettanilag még ép teriileteken is
megfigyelhetd. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a miRNS expresszido megvaltozasa a
tumorképzddés kezdeti jele, igy segitéségével a betegség mar korai stadiumban is
felismerhet6. A miRNS expresszid vizsgdlata a prognozis megallapitasanak
szempontjabol is jelent0séggel bir, mivel egyes daganatok esetében a tumor
miRNS profil alapjan [101]. Végiil, de nem utolso sorban a valtozast mutaté miRNS-ek

¢s az altaluk szabalyozott gének a jovOben a daganatterapia 1) célpontjait is jelenthetik.
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4. CELKITUZESEK

Munkank sordn az epithelioid sarcoma kialakuldsdban szerepet jatsz6 genetikai
¢és epigenetikai tényezok vizsgalatat tliztiik ki célul. Azt szerettiik volna megallapitani,
vajon milyen biologiai mechanizmus allhat a SMARCB1 tumorszupresszor gén

expressziojanak eltlinése mogott ebben a daganat tipusban.
Fo6bb kérdéseink, feltételezéseink a kovetkezok voltak:

1. A SMARCB1 gén mutacids statuszanak feltarasaval arra kerestiilk a valaszt,
vajon genetikai kérosoddsok (kromoszoma deléciok, exon deléciok,
intraexonikus aberraciok) tehetdk-e feleldssé a gén funkcidjanak hianyaért

epithelioid sarcoméban.

2. Feltételeztilk, hogy a SMARCB1 gén promoterében 1évé CpG szigetek

hipermetilacidja okozhatja a génexpresszio tapasztalt gatlasat.

3. Az EZH2 mediélta hiszton metilacidé esetleges szerepét az EZH2 ¢és a
H3K27me3 epigenetikai marker fehérje expresszidjanak meghatarozasaval

kivantuk vizsgalni.

4. Feltételeztiik, hogy miRNS-ek mint poszt-transzkripcios szabalyozok felelosek a
SMARCB1 gén csendesitéséért. Ennek kideritéséhez célul tiztik ki a gén
3’UTR-jét potencidlisan felismerd miRNS-ek azonositasat bioinformatikai
modszerekkel. A lehetséges patogenetikai szereppel bird6 miRNS-eket miRNS-
expresszios vizsgalatokkal kivantuk identifikdlni. Az emelkedett expressziot
mutatd miRNS-ek funkcionalis hatasat in vitro szovettenyészeteken kivantuk

vizsgalni.
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5. MODSZEREK

5. 1. Vegyszerek, oldatok, pufferek

A kiilonbozo laboratoriumi vegyszereket (pl. Xilol, Etanol, stb) a MOLAR
Chemicals Kft-tdl szereztiik be. Minden a vizsgalatokban hasznalt reagens molekularis
biologiai tisztasagu volt. A vizsgalatok soran hasznalt oldatok, pufferek elkészitéséhez
¢s azok higitasaihoz haromszor desztillalt (Millipore Co.), autoklavozott vizet
hasznaltunk.

A szovettenyészeti tapfolyadékok a foetalis marhaszérum (FBS) és egyéb
szovettenyészeti anyagok, mint antibiotikumok, tripszin-EDTA oldat (0,5 g/l tripszin,
0,2 g/l EDTA) a Sigma (St. Louis, MO, USA) és a Gibco BRL (Eggenstein,

Németorszag) termékei voltak.

A szovegben részletesen nem specifikalt oldatok és pufferek dsszetétele:
citrat: 10x-es (pH=6): 29,419 C¢HsNazO;*2 H,0

SSC: 20x-o0s (pH=7): 175,3g NaCl; 88,2g C¢HsNazO;*2 H,0O

TAE: 10x-es (pH=8,0): 0,4M Tris-HCI, 0,02M EDTA, 11,4ml/l ecetsav

TE: 1x-es (pH=8,0): 10mM Tris, ImM EDTA

5. 2. Szovetmintak

Vizsgalatainkhoz 6sszesen 36 epithelioid sarcomaban szenvedd beteg formalinban
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mintajat hasznaltuk, melybdl 17-et a Semmelweis
Egyetem IL.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatdo Intézetben, hatot az Orszagos
Onkologiai Intézetben, kilencet a chicagoi Egyetem Orvosi Kozpontjaban, harmat a
rochesteri Mayo Klinika Patoldgiai Intézetében és egyet pedig a texasi Scott & White
Egészségiigyi Kozpontban diagnosztizaltak és archivaltak. A diagndzisok a WHO

(World Health Organization) kritériumainak megfeleléen, hisztopatologiai ¢és
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immunfenotipus vizsgalatok alapjan torténtek. A vizsgalt betegek klinikai adatai és

immunhisztokémiai eredményei (SMARCBI1 és CD34) a 2. tablazatban lathatoak.

2. Tablazat: A betegek klinikai adatai, SMARCBI és CD34 immunhisztokémiai

eredményeik; ES: epithelioid sarcoma

1 férfi 42 nyirokcsomo metasztazis | proximalis - +
2 férfi 69 jobb oldali lagyék régi6 | proximalis - -
3 nd 30 jobb kéz proximalis - -
4 férfi 84 bal comb proximalis - +
5 né 62 nagy cseplesz proximalis - -
6 férfi 29 bal also vagtag disztalis - +
7 né 49 bal also vagtag disztalis - -
8 né 30 bal oldali lagyék régio proximalis - +
9 né 36 jobb comb disztalis - +
10 né 40 iziilet proximalis - +
11 férfi 29 fejtetd disztalis - -
12 férfi 34 jobb oldali lagyék régi6 | proximalis - +
13 nd 70 hiively proximalis - +
14 nd 87 jobb kéz disztalis - -
15 nd 50 gattajék proximalis - +
16 nd 43 bal hiivelykujj disztalis - +
17 férfi 83 jobb gylirlisujj disztalis - -
18 férfi 29 bal alkar disztalis - -
19 ferfi 48 pleura metasztazis proximalis - +
20 férfi 23 jobb alkar disztalis - -
21 ferfi 17 bal alkar disztalis - +
22 né 18 jobb alkar disztalis - +
23 férfi 42 bal hiivelykujj disztalis - +
24 nd 12 jobb kéz disztalis - +
25 férfi 12 fejtetd metasztazis disztalis - +
26 nd 23 nyirokcsomoé metasztazis disztalis - +
27 férfi 31 nyirokcsomoé metasztazis disztalis - -
28 férfi 25 bal als6 végtag disztalis - +
29 nd 82 bal comb disztalis - -
30 nd 68 szeméremtest proximalis - -
31 férfi 28 jobb oldali lagyék régio6 | proximalis - +
32 ferfi 48 nyirokcsomo metasztazis | proximalis + +
33 férfi 63 csip6 régio proximalis + +
34 férfi 34 nyirokcsomo metasztazis | proximalis + +
35 férfi 63 orr disztalis + +
36 férfi 52 bal kar disztalis + +

A tanulmanyunkban kontrollként szerepelt két malignus rhabdoid tumor minta a
Semmelweis Egyetem L.sz. Patologiai ¢és Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl szdrmazott. A

diagnozis ezekben az esetekben is a WHO kritériumainak megfelelden lett felallitva.
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5. 3. Immunhisztokémia

A vizsgalt FFPE szovetmintdkbdl késziilt 2 um vastagsagi metszeteket 3 x 5
percig xilol oldatban, majd leszallo etanol sorban deparaffinaltuk. Az
immunhisztokémia modszer koriilményeinek standardizalasat Bond Max™ (Leica
Biosystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) tipusti immunfesté automataval teremtettiik
meg. Az antigén feltarashoz a gyartd (Leica Biosystems) altal ajanlott pH=6-0s vagy
pH=9-es feltaro oldatokat hasznaltuk, melyekben a metszeteket 100 °C-on 30 percig
inkubaltuk. A felhasznalt primer antitestek szarmazasi helye és alkalmazott higitasa a 3.

tablazatban lathato.

3. Tablazat: A primer antitestek adatai

monoklonalis egér anti-BAF47 (SMARCBZI; clone 25) BD 1:50
monoklonalis egér anti-citokeratin (clones AE1/AE3)  Dako 1:150
monoklonalis egér anti-EMA (clone E29) Dako 1:200
monoklonalis egér anti-vimentin (clone V9) Dako 1:600
monoklonalis egér anti-CD34 classll (clone QBEnd10) Dako 1:300
poliklonalis nyul anti-S100 Dako 1:1500
monoklonalis egér anti-EZH2 (clone 11) BD 1:25
monoklonalis nyul anti-H3K27me3 (C36B11) Cell Signaling 1:200

A primer antitestekkel 25 percen at inkubaltunk, majd az immunreakciot a H,O,/DAB
szubsztrat/chromogén kit (Leica Biosystems) segitségével hivtuk eld. Zard Iépésként a
sejtmagokat hematoxilinnal festettik. A SMARCBI1 immunreakciok értékelése a
sejtmagi expresszid megléte vagy hidnya alapjan tortént. Az EZH2 immunhisztokémia
értékelését a Pacheo és mtsai. altal leirt rendszer kismértékli modositasaval végeztiik el
[102]. A sejtmagi reakciok intenzitasanak meghatarozasa a kovetkezok szerint tortént:
nincs reakcidé= 0 pont, gyenge reakcio= 1 pont, mérsékelt reakcido= 2 pont, erds reakcio=
3 pont. A pozitiv reakcio Kkiterjedésének elemzése a pozitiv sejtek szazalékos
eléfordulasi ardnyan alapult: nincs reakcio= 0 pont, 1-50% pozitiv= 1 pont, 51-75%
pozitiv= 2 pont, >75% pozitiv= 3 pont. Mindkét pontszam meghatarozasdhoz legalabb

100 tumorsejtet szamoltunk le. Ha a tumorsejtek tobb mint 30%-a erésebb magi
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intenzitassal rendelkezett, akkor a magasabb pontszdmot hasznéltuk. A két pontérték
Osszege adta meg az adott minta végsd pontszamat, ha ez az érték harom felett volt,

akkor az esetet EZH2 pozitivnak tekintettiik.

5. 4. Floureszcens In Situ Hibridizacio (FISH)

A vizsgalt FFPE szovetmintakbol késziilt 2 um vastagsagu metszeteket 3 x 5
percig xilol oldatban, majd leszall6 etanol sorban deparaffinaltuk. Desztillalt vizes
mosast kovetden a feltarast mikrohulldmu siitdben, forrasban 1évd citrat pufferben
végeztiik 25 percen at, majd a mintakat hagytuk kihiilni. Ujra desztilllt vizes mosas
kovetkezett. A mintak el6kezelését 2x-es SSC/0,1%-0s Igepal (NP-40) detergens
(Kreatech, Amszterdam, Hollandia) oldatdban folytattuk 37 °C-os vizfiirddben 15
percig inkubalva. Az emésztés pepszin oldatban (0,5 mg/ml; pH=1.0) 37 °C-0s
vizfiirdében 15 percen at zajlott. Desztillalt vizes mosas utan a mintakat felszallo etanol
sorban (70%, 80%, 100%) dehidrataltuk. A BCR/ABL Dual Color Translocation Probe
Set (Abbott Molecular, Illinois, USA) elbirasanak megfeleléen 4,5 pl DNS probat adtuk
hozza a megjeldlt (karcolt) sejt dus teriiletekhez, melyet 18 X 18 mm-es fedélemezzel és
Fixogum ragasztoval (Marabu Co., Bietigheim, Németorszag) hermetikusan fedtiik. A
targylemezeket ezutdn egy ThermoBrite Denaturation/Hybridization System gép
(Abbott Molecular) feltétjére helyeztik a DNS probak és a sejtek DNS-ének
parhuzamos denaturalasa céljabol (5 perc, 73 °C), majd egy €jszakan at hibridizaltuk
Oket 37 °C-on. A fedélemez eltavolitasa utan a lemezeket 2 percre 0,4x-es SSC/0,1%-0s
Igepal 73 °C-os oldataba, majd 2 percig 2x-es SSC/0,1%-0s Igepal szobahdmérsékletii
oldataba helyeztiik. A készitményeket ezutdn szobahdmérsékleten, sotétben, levegdn
szaritottuk, majd 10 pl Vectashieldben (a fluoreszcens festékek kiégését gatld anyag)
oldott DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Vector Laboratories Burlingame, USA)
racsoppentése utan fed6lemezzel fedtik. Az alkalmazott DNS proba BCR
(SpectrumGreen-nel jelolt, zold) és ABL (SpectrumOrange-vel jel6lt, narancs)
specifikus probakat tartalmazott. A BCR proba a teljes 22q11.2 kromoszéoma régiot
lefedi, beleértve a BCR (22g11.23) mellett a SMARCB1 (22q11.23) gén régiojat is.
Ezaltal a SMARCB1 gén mono- vagy biallélikus delécidja a mintdkban kimutathatd. A
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hibridizacioés készitmények vizsgalata és a fotok készitése Nikon Eclipse EG600
epifluoreszcens mikroszképpal, VDS Vosskiihler CCD-1300 monokrom kameraval és
LUCIA™ Citogenetics 1.5.6 szoftverrel tortént.

5. 5. DNS és RNS izolalas

A tumormintdk reprezentativ FFPE blokkjaib6l 5 darab, 15 um vastagsagu
metszetet készitettiink 1,5 ml-es sterilezett Eppendorf csovekbe. A xilolos és etanolos
deparaffinalast kovetéen RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit-tel (Ambion,
Austin, USA) végeztiik el a nukleinsavak izolalasat a gyartd utasitasainak megfeleléen.
A 1ézer mikrodisszekalt mintak esetén az RNS izolalashoz RNAqueus-Micro Kit-et
(Ambion), a DNS izoldlashoz pedig High Pure PCR Template Preparation Kit-et
(Roche Applied Science, Indianapolis, USA) hasznaltunk a gyartok protokolljai szerint.
Szovettenyészeti sejtek esetén az RNS-t Purelink RNA Mini Kit-et (Invitrogen,
Carlsbad, USA) hasznalva izolaltuk. Az RNS kinyerésekor minden munkafolyamat
soran figyeltiink a steril/RNaz-mentes koriilmények biztositasara, valamint beiktattunk
DNaz kezelést is, mint a Kit-ek opcionalis 1épését a rezidualis DNS eltavolitasara. A
USA) spektrofotométer segitségével mértiik le 260 nm hullamhosszon. Az izolalt DNS

mintékat tovabbi felhasznalasig 4 °C-on, az RNS mintékat pedig -80 °C-on téroltuk.

5. 6. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A polimeraz lancreakcio (PCR) kisméretli (néhany szaz - néhany ezer bazispar)
DNS-szakaszok in vitro enzimatikus felszaporitasara szolgald modszer. Egy kivalasztott
DNS-szakaszrol két megfelel iniciald oligonukleotid (primer), Taq DNS polimeraz és
DNS ¢épitékovek (ANTP-k) felhasznalasaval nagyszami masolatot készithetiink néhany

oOra leforgésa alatt. A reakcid harom lépésbdl all:
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1. Denaturacio: A kettdsszala DNS-templat szélainak szétvalasztdsa magas

hémérsékleten.

2. Anellécio: A reakcidelegyet hirtelen alacsonyabb hémérsékletre hiitve lehetévé valik

a primerek hibridizalasa.

3. Elongécié (Szintézis): Az elegyet melegitve megkezdddik a DNS-szintézis. A
polimeraz a hibridizalt primerek 3’ végeit meghosszabbitva létrehozza a templat DNS
kiegészitd szalat.

Az 1., 2. és 3. 1épéseket ismételve az enzim az ujonnan képzdodott szalakat is
templatként hasznalja, igy idedlis esetben a primerek altal behatdrolt DNS-rész
mennyisége exponencialisan nd (2n).

A SMARCB1 PCR amplifikacidja soran a gén meghatarozott szakaszaira (1-9
exon) specifikus primerek kivalasztasa irodalmi adatok alapjan [103], illetve a Primer
Express 1.1 (Applied Biosystems) primer-tervezé program segitségével tortént. Az 1-es
exonra terveztlink egy uj primer part, mivel az irodalomban feltiintetett
oligonukleotidokkal nem lehetett a teljes 1-es exont amplifikalni és igy szekvenalni
sem. Az 1-es és a 9-es exonokat egy primer parral, a tobbi exont két primer parral
sokszorositottuk. Az altalunk hasznalt primerek lokalizacidja, szekvenciaja és PCR
amplikonok hossza a 4. tablazatban lathato. A PCR reakciok anellacios 1épésének
hémérsékletét a primerek olvadasi homérsékletei alapjan hatdroztuk meg. Ennek
megfelelden az anellacios homérséklet az 1-es exon esetében 60 °C, mig a tobbi exon

esetén 58 °C volt.
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4. Tablazat: A SMARCB1 PCR ¢és szekvencia analizis sordn hasznalt primerek adatai

exon-1 5’ teetgatecctegeagec 3’ 5’ cccgatgaatggagacge 3’ 237 bp
exon-2a 5’ gtggtgctgcgacccettat 3’ 5’ tcttccacagtggctagteg 3’ 128 bp
exon-2b 5’ cgaggttctctgtacaagag 3° 5’ tacaaaccctcgtgaagacg 3’ 138 bp
exon-3a 5’ cagcagagtgacccagtgat 3’ 5' acttctcatcgttgecatee 3' 122 bp
exon-3b 5’ taaaagcctcggaagtggaa 3’ 5’ ttcagaaaagaccccacagg 3’ 146 bp
exon-4a 5’ tgactgggaggacttttcttg 3’ 5' tgttgatggttgtggageat 3' 127 bp
exon-4b 5’ agctcccaccacttagatge 3’ 5’ gaactaaggcggaatcagea 3’ 139 bp
exon-5a 5’ cgctgactgttgcttccat 3’ 5’ agcttctgeccatcgatet 3’ 129 bp
exon-5b 5' ccagctgtgatccatgagaa 3' 5’ aagccegactgecttgta 3’ 131 bp
exon-6a 5’ teccttecctetectgattt 3° 5’ gggtaggactcgatctgetg 3’ 141 bp
exon-6h 5’ gatttgaacccgetgacg 3’ 5’ cagtgctgggtgagaagtca 3’ 142 bp
exon-7a 5’ gtectttggttgttgectea 3° 5’ cgatggtggtgacaaactce 3’ 160 bp
exon-7b 5' accagagaagtttgccctga 3' 5’ ggagatgagggaggoagaga 3’ 157 bp
exon-8a 5’ ctecactgectccectect 37 5' ctccatctcagegtctgtca 3' 123 bp
exon-8b 5' agattgccatccggaacac 3' 5’ cagagcccaggaccacag 3’ 139 bp
exon-9 5’ cteeccactectettccag 3’ 5’ ggcccaatcttetgagatge 3° 108 bp

A PCR reakcio 20 pl-es végtérfogatban zajlott RedTaq ReadyMix (Sigma, St. Luis,
MO) alkalmazasaval, mely gyarilag tartalmaz Taq polimerazt, dezoxi-nukleotid-
trifoszfatokat (dNTP-ket) és MgCl,-ot. A reakcidelegy pontos Osszetétele az 5.

tablazatban olvashato.

5.Tablazat: A PCR reakciok Osszetétele

Red Taq Ready Mix (2x) [ 10 ul
Forward primer (10 uM) [ 1 pl
Reverse primer (10 uM) [ 1 pul
DNS templat 20-50 ng
Desztillalt viz 20 pl-ig

Az amplifikacio Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) késziilékben
tortént 45 cikluson keresztiil, a 6. tdblazatban lathatd hdprofilnak megfeleléen. A PCR

termékek tarolasa felhasznalasukig 4 °C-on tortént.
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6. Tablazat: A PCR reakcio beallitasai

o 95 °C 10 min. 1
Denaturacio
95 °C 15 sec.
Anellacid 58/60 °C 1 min. 45
Elongacio 72 °C 30 sec.
Végso elongacio | 72 °C 7 min. 1

5. 7. A PCR termékek elvalasztasa, detektalasa és tisztitasa

A PCR termékek elvalasztasa agardz-gélelektroforézissel tortént, 2 vegyes %-0S
(v%) agaroz gélben (2 g agardz, 100ml 1x TAE puffer), ethidium-bromid (I1pg/ml)
jeloléssel. Futtatd pufferként is 1x TAE oldatot (10x TAE torzsoldat: 0,4 M TRIS, 0,2
M ecetsav, 0,01 M EDTA) haszndltunk. A 100 V fesziiltségen 30 percen at zajld
elektroforézist kovetden a migraciés mintazat UV fényben torténd detektalasdhoz
KODAK Image Station 4000MM (Eastman Kodak Co., Rochester, USA)
gédokumentacios rendszert hasznaltunk.

A PCR termékek tisztitasa ExoSAP-IT (Affymetrix) kittel tortént a gyartd
utasitdsa alapjan. Ez a kit két hidrolitikus enzimet tartalmaz: az exonukledz I-et és a
Shrimp alkalikus foszfatazt (SAP). Ezekre azért van sziikség, mert eltavolitjak a PCR
reakcié sordan fel nem hasznaldédott ANTP-ket és primereket, melyek zavarhatjak a
késébbi szekvenald reakciot. Az exonukleaz 1 az egyszala DNS-t, a SAP pedig a

megmaradt nukleotidokat bontja le nukleozidokra és foszfatra.
1. A futtatas utani maradék PCR termékekhez (12 pl) 2 pul ExoSAP-ot adtunk.

2. 30 perc inkubdlds 37 °C-on, ezen a homérsékleten optimalis az

enzimmukodés.

3. 15 perc inkubalas 80 °C-on az enzimek inaktivalodasa érdekében.
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5. 8. A SMARCBI1 gén szekvencia analizise

A szekvencia analizis elvi alapja a Sanger altal leirt Gin. lancterminacids eljaras
[104], melynek részletei a 6. abran lathatéak. Az adott minta szekvenaldsa a tisztitott
A specialis reakcidelegy kiemelt fontossagii komponensei a fluorokrommal konjugalt
2’-3’ didezoxi-nukleotid trifoszfat analogok (ddNTP), amelyek a dezoxi-nukleotid
trifoszfatokhoz (dANTP) képest a nukleotid cukor komponensének harmas szénatomjan
sem hordoznak hidroxil funkcios csoportot. E funkcids csoport megléte esszencialis a
kovetkezd nukleotid beépiiléséhez; tehat az extenzid sordn egy dANTP beépiilése egy
adott pozicidba lancterminaciot eredményez. A nagy szamok torvénye alapjan a
megfeleld (komplementer) ddNTP beépiilése valamennyi pozicidban megtorténik az
amplifikacié soran. Igy a szekvenald reakcié eredményeként a teljes szekvenalandd
mintat reprezental?, kiilonb6z6 hosszusagu termékekkel rendelkeziink.

A termékek méret szerinti elvalasztasa kapillaris elektroforézissel torténik, ami
egy specialis Osszetételli polimerben zajlik. Tekintve, hogy a négy kiilonb6zé ddNTP
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) kiilonbozd fluoreszcens molekuldval van jeldlve, a
méret alapjan torténd szeparalds mellett a termindlis nukleotidok azonositasa is lehetové
valik. Ez egy lézerrel torténd gerjesztéssel, majd az emittalt fény hullamhosszanak
azonositasa altal torténik. Ezek alapjan a szamitogép valamennyi termék esetében
azonositja a terminalis nukleotidot és azok ,,0sszeolvasasaval” valosul meg a szekvencia

meghatdrozasa.
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6. Abra: Egy didezoxi-nukleotid (ddATP) analdg szerkezete és a lancterminécio elve. A ddATP
mintajara ddGTP, ddCTP ¢és ddTTP analdgok is sziikségesek a szekvenald reakcidhoz. A
normal dezoxi-nukleotidhoz (dNTP) képest a didezoxi-nukleotid analdogok (ddNTP) a dezoxi-
rib6z harmas szénatomjan sem hordoznak hidroxil csoportot. A harmas hidroxil csoport
feltétleniil sziikséges a kovetkezd nukleotiddal kialakitand6 foszfodiészter kotéshez; hianya
lancterminaciohoz vezet. A szekvenalo reakcid soran az elegy a normal ANTP-k mellett ddNTP
analdgokat is tartalmaz, amelyek kiilonboz0 fluorokrommal konjugaltak a négy kiilonbozd
analog esetében. A reakcid soran a ddNTP-K beépiilésének eredményeként eltéré hosszasagh,
fluorescensen jeldlt termékeket nyeriink. Ezutan a termékek elvalasztasa kapillaris

elektroforézissel zajlik.

A szekvencidk meghatdrozasat a tisztitott PCR termékek direkt, mindkét
iranybol torténd szekvenalasaval végeztik el, Big Dye Terminator 3.1 (Applied
Biosystems) kitet hasznalva. A Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)
PCR késziilékben 35 cikluson at zajlo szekvenalo reakcié (un. cycle sequencing) pontos

Osszetétele és az amplifikacio homérsékleti paraméterei a 7. illetve 8. tablazatban
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lathatoak. A szekvenalashoz a PCR-rel megegyezden a 4. tabladzatban felsorolt

primereket hasznaltuk.

7. Tablazat: A szekvenalo reakcio

Osszetétele

Big Dye Terminator 1ul
Big Dye Puffer (2,5x) |1 ul
Primer (10uM) 2 ul
PCR termék 3-5ul

8. Tablazat: A szekvenald reakcio beallitasai

Denaturaciod % °C 2 min. L
95 °C 30 sec.

Anellacid 53/58 °C 15 sec. 35

Elongacio | 60 °C 4 min.

A szekvendlo reakcio termékeinek tisztitdsa sordn a feleslegben megmaradt és a
késObbiekben zavarova vald fluoreszcens komponensek eltavolitasa tortént. Ezt a 1€pést
NucleoSEQ® (Macherey-Nagel) oszloppal végeztiik el a gyartd utasitdsai szerint. A
tisztitott termékeket 20 pl deionizalt formamid (Ambion) oldatban vettiik fel, majd 95
°C-on 2 perces denaturaciot kdvetden az analizisiikig jégen tartottuk azokat.

A szekvencidk leolvasdsa kapillaris elektroforézis modszerével tortént, az ABI
310 genetikai analizator (Applied Biosystems, Foster City, USA) segitségével. A nyers
adatok értékeléséhez a Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems), illetve a BioEdit
(Isis Pharmaceuticals, USA) programokat hasznaltuk. Az altalunk nyert szekvencidkat
az NCBI GenBank adatbazisaban taldlhato, egészséges donoroktdl szarmazo referencia
szekvencidkhoz illesztettiik. A mutaciok az elektroferogramokon dupla csucsok
formdjaban jelentkeztek, vagyis a vad és mutdns tipust reprezentdld bézis egyarant
lathato. Ez a mutaciok heterozigota jellegével, illetve a normal, mutaciét nem hordozo

sejteknek a tumorsejtek kozotti jelenlétével magyarazhat6. A mutdciok valos
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meglétének bizonyitdsdhoz a PCR termékbdl forward ¢és reverz iranybdl vald

szekvenalast egyarant végeztiink.

5. 9. A DNS biszulfit konverzidja

A metilacié kozvetett kimutatasanak egyik legelterjedtebb forméja a biszulfit
atalakitas (7. abra). A reakcid soran az 5. szénatomon metil csoportot tartalmazéd
citozinek nem valtoznak, mig a nem metilalt citozin nukleotidok a natrium-biszulfit

hatasara uracilla alakulnak.

Hidrolitikus Alkali-
Szulfonalas deaminacio deszulfonalas
H? NH; 0 |
+ = H H
HN | HSO3 H ‘
$ H
& .J.
Citozin Citozin-szulfonat Uracil-szulfonat Uracil

7. Abra: A biszulfit konverzi6 folyamata. Savas koriilmények kozott, natrium-biszulfit
jelenlétében a metil csoporttal nem rendelkezd citozin nukleotidok nukleofil tdmadast
szenvednek, amely kovetkeztében uracilld alakulnak. Az 5-metilcitozin megakadalyozza az
aminocsoport deamindciojat, ezért a molekula valtozatlan marad. A kép forrasa:

http://www.grailmaster.com/genetics/protocols.shtml-Dateien/schumachersquidel.pdf

crer

hagyomanyos molekuléaris biologiai modszerekkel tovabb vizsgalhatd. A DNS mintak
biszulfit konverziojat Cells-to-CpG Bisulfite Conversion Kit (Applied Biosystems)
hasznalataval végeztiik a gyartoi utasitasoknak megfeleléen. Mintanként 45 pl 12 ng/ul
DNS oldathoz 5 pl Denaturation Reagent oldatot adtunk és 50 °C-on 10 percen at
denaturaltuk. 100 pl Conversion Reagent hozzidadasat kovetéen a konverziot a 9.

tablazat hdprofilja alapjan végeztiik.
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9. Tablazat: A biszulfit konverzio

héprofilja
65 °C 30 min.
95 °C 1,5 min.
65 °C 30 min.
95 °C 1,5 min.
65 °C 30 min.
4°C max.240 min.

A konvertélt terméket Cells-to-CpG oszlopon kotottiik meg, majd mosasi €s
deszulfonalasi 1épés utan a modositott €s tisztitott terméket 40 pl elucios pufferben

elualtuk. A konvertalt DNS-t ezutan aliquotokban -20 °C-on taroltuk.

5. 10. Metilacio-specifikus PCR (MSP)

A biszulfit modositott, metilalt és nem metilalt DNS PCR alkalmazasaval
megkiilonboztethetd. A metilacio-specifikus PCR (MSP) miikodési elve a 8. abran
lathatd. Az egyszala DNS-ben talalhatd metil-citozinok (5"C) ellendllnak a biszulfit
kezelésnek, €s a PCR reakcio soran citozinként szaporodnak fel, mig a metilalatlan
citozinok uracilla alakulnak és timinként amplifikalodnak. Fontos megjegyezni, hogy
MSP alkalmazasaval kizardlag a primerek bekotddési helyén 1évé CpG szigetek

metilaltsagarol kapunk informaciot.
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gbNs  TCGCCATGGCTATGCCTCCCCGGAGAGCGCACGCCTGCCGC

Biszulfit modifikacio

metilacié specifikus MSP primer

metitst NS TCGUUATGGUTATGUUTUUUCGGAGAGCGUACGUUTGUCGU

nem metililt DN TUGUUATGGUTATGUUTUU UUEGAGAGUGUAUGUUTGUUGU

nem metilacio specifikus MSP primer

8. Abra: A metilacio-specifikus PCR elve. Biszulfit kezelést kovetéen a metilalt specifikus
primer (piros nyil) csak a metilalt DNS-hez kotédik, mig a nem metilalt specifikus primer (kék
nyil) a nem metilalt DNS-t ismeri fel és azt amplifikalja. Az abran a primer parok egyik-egyik

tagja szerepel csak.

A MSP-hez sziikséges primereket manualisan terveztilk, gy hogy azok
szelektiven amplifikaljak vagy a metildlt vagy a nem metilalt DNS-t. Osszesen hét
metilacié specifikus és hét nem metilacio specifikus primer part terveztiink, melyeket a
10. tablazatban sorolunk fel. A metilacio specifikus primereinkkel a SMARCB1
promdterben 1évé CpG szigetek mintegy 40%-ardl szerziink informdaciot. Az FFPE
eredeti DNS-ek mindségét a biszulfit konverziod tovabb gyengiti, ezért rovid, 80-117
bazispar kozotti PCR amplikonokat valasztottunk. A primer parokat a BiSearch
programmal (http://bisearch.enzim.hu), a ,,Primer search, ePCR” feliileten ellendriztiik.
A program primer paronként egy terméket josolt, a vart lokalizacioban. Technikai
(negativ  és pozitiv) kontrolloknak a Semmelweis Egyetem Sejtanalitikai
Laboratoriumatol kaptuk a kovetkez6 mintdkat. Periférids vér mononuklearis sejtjeibol
izolalt és Repli-g kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval a gyart6 utasitisai
szerint amplifikalt, ezaltal teljesen metilalatlan DNS termék szerepelt negativ
kontrollként a MSP reakcionkhoz. Metilalt pozitiv kontrollként pedig az eldbbi templat
DNS CpG (M.Sssl) Metiltranszferazzal (New England Biolabs, Ipswich, USA) a gyarto
leirasainak megfelelden metilalt terméket alkalmaztunk. A primerek tesztelését gradiens

PCR modszerrel végeztiik el. Az optimalis anellaciés hémérsékletek a 10. tablazatban
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lathatéak. A PCR reakciok 15 ul végtérfogatban 7,5 pl AmpliTaq Gold® 360 Master
Mix-et (Applied Biosystems), 1-1 ul forward illetve reverz primert (10uM), 15 ng
O0sszmennyiségii biszulfit konvertalt terméket, valamint kiegészitésként PCR tiszta vizet
tartalmaztak. Az amplifikacio Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)
késziilékben tortént 35 cikluson keresztil, a 11. tablazatban lathatd hdprofilnak
megfelelden. A reakcid utan a metilalt, illetve a nem metilalt DNS szakaszokat agar6z-

gélelektroforézissel ethidium bromidos jel6lést hasznalva mutattuk ki.

10. Tablazat: A metilacio-szenzitiv PCR-hez tervezett primerek adatai

MO1 GTTGTTAAGATTTTGGCGTC TCCCGTTTCTTTACGTCTAA 80 55 +319
NMOL | AGTGTTGTTAAGATTTTGGTGTT | TCCCATTTCTTTACATCTAACTA | 80 52 +316
M02 GATCGGTTTCGAGGTAGTTC CGCCCCGATAAATAAAAAC 112 56 +81
NMO02 | ATGATTGGTTTTGAGGTAGTTT | CCCACCCCAATAAATAAAAAC 112 53 +79
M03 CGTTAACGTTAGCGTTTGC ACGAAATACGAACCGAACC 111 59 212
NMO03 | TAGTGTTAATGTTAGTGTTTGT | AAAACAAAATACAAACCAAACC | 111 51 215
MO4 CGGTTGAGGCGTTAGTATTC CGAAACCGAAAAACGAAATA 51 57 -140
NMO4 | GTTTGGTTGAGGTGTTAGTATTT | ACCAAAACCAAAAAACAAAATAC | 51 53,5 -143
MO5 TCGTTCGTTTTTGTCGTC ATATAAAACTCGCCGTCGTC 101 58 22
NMO05 | GGTTGTTTGTTTTTIGITGTT ATATAAAACTCACCATCATCCT 101 51 24
MO6 CGTAGTTCGGTTTCGGTC ATATAAAACTCGCCGTCGTC 117 58 -38
NMO6 | TTTTGTAGTTTGGTTTIGGTT ATATAAAACTCACCATCATCCTC | 117 52 -41
MO7 GTTTTTTTAAGGGGTTCGC CTCAATACGCAAACGCTAAC 91 56 276
NMO7 | GTGGTTTTTTTAAGGGGTTTGT | CCTCAATACACAAACACTAACA | 91 54 279

*M: metilalt-specifikus primerek; NM: nem metilalt-specifikus primerek. # Az alahtzott és
félkovér citozinok (C) a forward primerek esetén, az alahtizott és félkovér guaninok (G) a reverz
primerek esetén jelentik azokat a citozinokat a promoter CpG szigetében, melyeket MSP-vel
vizsgalni tudtunk. §An. hom: anellacios homérséklet. A primereket a transzkripcids start hely
kozelébe terveztiik. A genomidlis pozicié a forward primer 5’-végi nukleotidjanak a helyzete a

SMARCB1 gén transzkripcios start helyéhez viszonyitva.

11. Tablazat: A metilacio-specifikus PCR beallitasai

Denaturacio6 % °C > min. L
95 °C 15 sec.

Anellacid 51-59 °C 30 sec. 35

Elongacio 72°C 15 sec.

Végso elongacio | 72 °C 7 min. 1
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5. 11. Lézer mikrokimetszés (LCM- Laser Capture Microdissection)

Hét epithelioid sarcoma mintabol, RNS izolalas céljabol, tumorsejteket és
normal szoveti sejteket (endotélsejteket, limfocitdkat) mikrodisszekaltunk PALM 1ézer
mikrodisszekciés rendszer (PALM, Bernried, Németorszag) segitségével. Ot mintan
pedig a tumorsejtek DNS-énck kinyerése céljabol végeztiink el mikrokimetszést. A
mikrodisszekciot a II. Belgyogyaszati Klinika kutatolaboratoriuméaban  volt
lehetéségiink  végrehajtani. A  tumormintak paraffinos blokkjaibol —specialis
mikrodisszekciora alkalmas targylemezre (Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna,
Németorszag) 5 pm vastagsagu metszeteket készitettink. A paraffin  metszetek
levéalasanak elkeriilése érdekében a membréanos tdrgylemezeket hasznalat el6tt 254 nm-
es UV fény alatt tartottuk 30 percig, ezaltal ndvelve a membran adhezivitasat. A
SMARCBI negativ tumorsejtek azonositasanak érdekében a metszeteken SMARCBI1
immunfestést végeztiink. Amennyiben az RNS kinyerése volt a cél, nagyfoku
Ovatossaggal jartunk el az RN-az mentes kornyezet megdérzése miatt a teljes
munkafolyamat soran. A mintdk deparaffindldsa és az antigén feltards az 5. 3.
Immunhisztokémia fejezetben leirtaknak megfeleléen tortént, az immunfestést
manualisan a Novolink™ Max Polymer Detection System (Novocastra, Newcastle,
Egyesiilt Kiralysag) kit haszndlataval végeztiik a gyarto leirdsa szerint. A mintakat 30
percen at hagytuk szaradni a mikrodisszekcidkat megelézden. A 1ézer mikrokimetszések
soran atlagosan 3000 tumorsejtet gyQjtottink mintanként. Pozitiv  kontrollként

ugyanennyi SMARCBI1 immunreaktiv endotélsejtet és/vagy limfocitat izolaltunk.

5. 12. Reverz transzkripcié (RT)

Vizsgélataink soran a reverz transzkripcidt, azaz cDNS szintézist kettd fajta
kisérlethez kétféle kit hasznalatdval végeztik el. A normdl génexpresszios
vizsgalatokhoz a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied
Biosystems, Foster City, USA) hasznaltunk a gyart6 ajanlasa alapjan. 500-1000 ng RNS

konverzigjat hajtottuk végre 20 pl végtérfogatban. A reverz transzkripcios reakcio
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Osszetétele a 12. tablazatban talalhatd. A reakcid a Veriti® 96-Well Thermal Cycler
PCR késziilékben zajlott — 10 perces 25 °C-on torténd inkubaciot kovetden — 120 percen

keresztiil 37 °C-on, végiil 5 perces inaktivacidval zarult 85 °C-on.

12. Tablazat: A reverz transzkripcids mix

Osszetétele
RT puffer (10x) 2ul
dNTP mix (100mM) 0,8 ul
Random primer (10x) 2 ul
Reverz transzkriptaz (50 U/ul) Il
RNS templat 0,5-1 pg
Nukleaz mentes viz 20 pl-ig

A miRNS expresszios vizsgalatokhoz a cDNS szintézist a Taq Man® MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) segitségével végeztiikk. Azonban nem
random primerekkel dolgoztunk, hanem a TagMan® Small RNA Assay-k (Applied
Biosystems) miRNS specifikus primereivel. 10 ng RNS mintat irtunk at 15 pl
végtérfogatban, mely 7 pl master mix-et és 3 pl RT primert tartalmazott az RNS mintan
talmenden. A master mix Osszetétele a 13. tablazatban taldlhatd. Az 0Osszetevok
vegyitését kovetden a mintat 5 percig jégen tartottuk, majd PCR késziilékben 30 percen
at 16 °C-on, ismét 30 percen at 42 °C-on és végil 5 percen keresztil 85 °C-on
inkubaltuk. A két modon késziilt cDNS mintdkat tovabbi felhasznélasig -20 °C-on

taroltuk.

13. Tablazat: A ,miRNS reverz

transzkripcios master mix” dsszetétele

RT puffer (10x) 1,5l
dNTP mix (100mM) 0,15 pl
RNaz inhibitor (20 U/ul) 0,19 ul
Reverz transzkriptadz (50 U/ul) | 1 pl
Nukle4dz mentes viz 4,16 pl
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5. 13. In silico miRNS target predikcio

A SMARCBL1 gént (Gene ID: 6598) targetald miRNS-ek predikciojahoz in silico
analizist hasznaltunk. Szamos online elérhetd algoritmust lefuttattunk parhuzamosan, de
csak a  kovetkez6 o6t adott ki  talalatokat: MiRBase  Target V5
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/)  [105], MirTarget2
(http://mirdb.org/miRDB/) [106], Targetscan 4.0 (http://www.targetscan.org) [107],
RNAhybrid  (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/)  [108] és Pita
(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/index.html) [109]. A potencialis miRNS-ek

koziil azokat részesitettiik elényben, amelyeket mind az 6t program vagy legalabb négy

elore jelzett.

5. 14. Sejtkultura és miRNS tranziens transzfekcié

Két huméan tumor és egy normal, nem tumoros sejtvonalat tenyésztettiink a
transzfekcios kisérletekhez, melyekrdl tudtuk, hogy kifejezik a SMARCB1 gént. A HT-
1080 nevii human fibrosarcoma sejtvonalat (ATCC szam: CCL-121) RPMI-1640
tapfolyadékban (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 10% fetal bovine serum (FBS) és
penicillin-streptomycin  antibiotikumok mellett (rendre 100U ¢és 100 pg/ml
koncentracioban) tenyésztettiik. A Caco-2 nevli human vastagbél adenocarcinoma
sejtvonalat (ATCC szam: HTB-37) minimum essential mediumban (MEM) a-glutamin
(Sigma-Aldrich) kiegészitéssel, 20% FBS, 1% nem esszencialis aminosav, valamint a
fent emlitett antibiotikumok hozzaadasa mellett novesztettiik. A HDFa nevii human bor
fibroblaszt sejtvonal (Invirogen, Carlsbad, USA) a specialis Medium 106 (Gibco®)
tapfolyadékot igényelte Low Serum Growth Supplement (LSGS, Invitrogen)
hozz4adasaval. Mindharom vonal esetén a sejteket 75 cm?—es szovettenyészté flaskaban
(Sarstedt, Newton, USA) tartottuk 5% CO,-nal 37 °C-on. A médiumokat hetente kétszer
cseréltiik a sejteken.

Az RNS interferencia funkcionalis vizsgalatdhoz a tranziens transzfekciora
alkalmas miRNS-eket Pre-miR™ miRNA Precursor molekulak formajaban (Ambion)
szereztiink be: hsa-miR-206 (assay ID PM10409), hsa-miR-381 (assay ID PM10242),
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hsa-miR-671-5p (assay ID PM12599) és hsa-miR-765 (assay ID PM11892). Ezeket a
kicsi, kémiailag modositott kettds szali RNS molekuldkat arra tervezték, hogy az
endogén, érett miRNS-ek biologiai hatasat mimikalni legyenek képesek. A sejtekbe
valo bejutasukat kovetden az RNS-indukalta csendesitd komplexbe (RISC, RNA
induced silencing complex) épiilve specifikus mRNS-ek represszidjaban vagy azok
hasitasaban vesznek részt. A géncsendesitéses kisérletekhez pozitiv kontrollnak a Pre-
miR™ hsa-miR-1 miRNA Precursor-t (Ambion) valasztottuk, amely ismerten csendesiti
a twinfilin-1 (mas néven PTKY, protein tirozin kindz 9) gént. Negativ kontroll miRNS-
nek pedig Pre-miR™ Negative Control #1-et (Ambion) hasznaltuk, mely random
szekvenciaju molekuldkbol all és nem rendelkezik validalt miRNS 4ltali funkcionalis
hatasokkal. A sejtvonalakat elektroporacidval transzfektaltuk a Neon™ transzfekcios
rendszer 10 pl-es pipetta hegyének segitségével (Invitrogen) a gyarto leirasat kovetve a
14. tablazatban olvashaté paraméterek alkalmazasaval. Egy elektroporacios reakciohoz
,» Transfection Resuspension Buffer R” oldatban. Majd az egész elegyet a Neon késziilék
pipetta hegyébe szivtuk fel és ebben zajlott le pillanatok alatt maga az elektroporacio is.
A reakciot kovetden a transzfektans sejteket 6-lyuku szovettenyészté lemez egyetlen
lyukaba, 2 ml a sejteknek megfeleld, de antibiotikumtél mentes tapfolyadékba
szélesztettiik. A kisérleteket a sejtek transzfekciojat kovetd 24. oraban végeztik. A HT-
1080 transzfektans sejteket 48 orat kovetéen is vizsgaltuk. Ko-transzfekcios (azaz a
MIiRNS-ek egyiittes transzfekcidjat jelentd) vizsgalatokhoz a HDFa sejtvonalat

hasznaltuk és a miRNS-ek egyiittes végkoncentracidja ez esetben is 30 nM volt.

14. Tablazat: Az elektroporacié paraméterei a sejtvonalak esetén

HT-1080 [ 950V 50 ms 1
Caco-2 1300 V 20 ms 2
HDFa 1400 V 20 ms 2
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5. 15. Valés-idejii kvantitativ PCR (q-RT-PCR)

A SMARCB1 mRNS expresszios szintjének analizisét valds-idejli kvantitativ
PCR (real-time, g-RT-PCR) segitségével végeztik el. Valamint ugyanezt a modszert
hasznaltuk az epithelioid sarcoma mintdink miRNS expresszidjanak meghatarozasadhoz.
Az epithelioid sarcoma FFPE mintak teljes szoveti blokkokbol (n=16) és lézer
mikrodisszekatumaibol (n=7) késziilt SMARCB1 g-RT-PCR-hez a kovetkez6 primereket
terveztik: SMARCB1-forward (5°-TCCGTATGTTCCGAGGTTC-3’) és SMARCBI1-
reverse (5’-CTTCCACTTCCGAGGCTTT-3’). A reakci6 20 ul végtérfogatban 12,5 ul
2x-es AmpliTag Gold® 360 Master Mix (Applied Biosystems) és 1x-es LightCycler®
480 Resolight Dye (Roche Applied Science, Indianapolis, USA) interkalald festék
keverékét, 10-10 uM forward és reverz primert, 50 ng cDNS templatot és
kiegészitésként nukledz mentes vizet tartalmazott. Belsé kontrollként glycerinaldehid-3-
foszfat dehidrogendz (GAPDH) gént amplifikaltunk, kalibratorként normal human
majszovetet hasznaltunk. A LightCycler® 480 II. (Roche Applied Science) tipusi valos-
idejii PCR késziilékben zajlo reakcid hoprofilja a 15. tablazatban talalhato.

15. Tablazat: A q-RT-PCR héprofilja

Denaturacio 95 °C 5 min. !
95 °C 10 sec.

Anellacid 59 °C 10 sec. 45

Elongacio | 72 °C 20 sec.

A tumorok miRNS expresszios és a géncsendesitéseket kovetd génexpresszios -
RT-PCR vizsgalatokhoz TagMan® alapu (Applied Biosystems) expresszios rendszereket
hasznaltunk. A kovetkezd miRNS-ek expresszids szintjét hataroztuk meg: hsa-miR-1
(assay ID 002222), hsa-miR-206 (assay ID 000510), hsa-miR-381 (assay ID 000571),
hsa-miR-502 (assay ID 001109), hsa-miR-548a (assay ID 001538), hsa-miR-619 (assay
ID 001595), hsa-miR-671-5p (assay ID 197646 _mat), and hsa-miR-765 (assay ID
002643). Bels6 kontrollnak RNU6B-t (assay ID 001093), kalibratornak normal human
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zsirszovetet alkalmaztunk. A PCR amplifikdci6 40 cikluson keresztil 20 pl
végtérfogatban zajlott. A reakcidelegy pontos Osszetétele a 16. tablazatban lathato. A
cDNS templat a miRNS specifikus reverz transzkripciokbol szarmazott. A LightCycler®
480 II. (Roche Applied Science) tipusu valos-idejii PCR késziilékben zajlo TagMan
reakcio hoprofilja a 17. tablazatban talalhatd. Ez a héprofil az Gn. két-1épéses PCR-nek

felel meg, ahol az anellacio6 és az elongacié egyazon hdmérsékleten megy végbe.

16. Tablazat: A reakcioelegy Osszetétele

TagMan Master mix (2x) 10 ul
TagMan Small RNA Assay (20x) | 1 ul
cDNS templat 1,33 ul
Nukle4dz mentes viz 7,67 ul

17. Tablazat: A TagMan g-RT-PCR hdprofilja

Aktivacid 50 °C 2 min. 1

Denaturaci6 05 ¢ 10 min. L
95 °C 15 sec. 40

Anelléacio-Elongacio | 60 °C 60 sec.

A géncsendesitéseket kovetd q-RT-PCR kisérletekhez SMARCB1 TagMan
assay-t (Hs00992522 ml), pozitiv kontrollnak PTK9 assay-t (Hs00702289 s1), belsd
kontrollnak GAPDH assay-t hasznaltunk. 50 ng ¢cDNS templatot mértiink be 20 ul
végtérfogati reakcioba. A PCR hdprofilja megegyezik a 17. tablazatban
feltiintetettekkel. Valamennyi valds-idejii PCR esetében harom parhuzamos reakciot
futtattunk. Az eredményeket C, értékek formajaban nyertik. A Cp érték (,,crossing
point”; megfelel Cy-nek is, ami a ,,cycle threshold” jelolése) azt a ciklusszamot jeldli,
ahol a relativ fluoreszcencia szint elér egy bedllitott kiiszobértéket, a reakcio
exponencialis fazisdban. A relativ expresszios szintek szdmoldsa a AAC, moddszerrel

tortént [110].
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5. 16. Immuncitokémia

Immuncitokémighoz 3x10° darab transzfektans HDFo sejtet szélesztettiink 6-
lyukt szdvettenyésztd lemez egy lyukaba tett 22 x 22 mm-es liveg fedélemezre. A
sz€lesztés utan 24-48 draval a sejteket metanollal fixaltuk (PBS-es mosas utan 10 perc -
20 °C-os metanol, szaritas €s -20 °C-on tarolas). Az igy eldkészitett mintdkat a fixalas
utan és az egyes lépések kozott is PBS-sel mostuk (3 x 5perc). A SMARCB1
immunfestést manualisan a Novolink™ Max Polymer Detection System (Novocastra,
Newcastle, Egyestilt Kiralysag) kit hasznalataval végeztiik a gyarto leirdsa szerint. Az
5-5 perces peroxiddz és protein-blokkolasok (mindkét reagens a kit része) utdn a
mintakat nedves kamraban 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk az elsddleges anti-
BAF47 (SMARCBL) ellenanyaggal (klon 25, higitas 1:50). Ezt kdvetden 30 perces Post
Primary és 30 perces Polymer oldatos (mindkét reagens a kit része) inkubéaciok
kovetkeztek. Az immunreakciot a H,Op/DAB szubsztrat/chromogén oldatok (szintén a
kit részei) segitségével hivtuk eld, 5 perces inkubacido sordn. Zard Iépésként a
sejtmagokat hematoxilinnal festettiik. A reakcidkat a SMARCBI1 festddés sejtmagi
megléte vagy hidnya alapjan értékeltiik.

5. 17. Statisztikai modszerek

Az eredmények értékeléséhez Graphpad Prism 4.0 (GraphPad Software, La
Jolla, USA) statisztikai elemzd programot hasznaltunk. A miRNS ¢és génexpresszios q-
RT-PCR vizsgalatok soran a csoportok Osszehasonlitaisihoz one-way ANOVA-t és
Tukey post-hoc tesztet alkalmaztunk. Azokat a kiilonbségeket fogadtuk el
szignifikansnak, ahol a p érték kisebb volt 0,05-nél.
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6. EREDMENYEK

6. 1. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az Osszegyljtott 36 epithelioid sarcoma koziil 20 (az esetek 56%-a) adodott
disztalis tipusunak, mig a fennmaradd 16 (az esetek 45%-a) proximalis tipust volt.
SMARCBI1 immunhisztokémiaval 31 tumorminta (az esetek 86%-a) esetén talaltuk a
sejtmagi reakci6 hianyat a daganatsejtekben, mig a tumort infiltralo limfocitak,
endotélsejtek és kdrnyez6 normal szoveti elemek egyértelmiien SMARCBI pozitivnak
mutatkoztak. Az epithelioid sarcoma diagnoézist a kovetkez6 immunhisztokémiai
reakciok segitségével allapitottuk meg: diffiz vimentin pozitivitas, legalabb fokalisan
erds keratin (AE1/AE3) és/vagy EMA pozitivitds, S100 negativitds és SMARCBI1

negativitas (9. abra).

9. Abra: Disztalis tipust epithelioid sarcoma (esetszam 29.) tipikus morfologiai

képe ¢és immunhisztokémiai fenotipusa. A tumorsejtek jelents eozinofil
citoplazmaval és kis sejtmaggal rendelkeznek (a: H&E festés; 20x nagyitas).
Karakterisztikus a vimentin (b; 20x nagyitas), a citokeratin (AE1/AE3) (c; 20x
nagyitas) és az EMA (d; 20x nagyitas) egyiittes expresszioja. SMARCBI1 negativ
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tumorsejtek, mig a normal stroma sejtjei, ill. a limfocitdk SMARCBI pozitivak (e;

40x nagyitas).

Mindossze 6t epithelioid sarcoma (az esetek 14%-a) esetében mutatkoztak
SMARCBI pozitivnak a daganatos sejtmagok. A morfologiai jellegzetességeken tal a
CD34 immunhisztokémiai festés pozitivitasa erdsitette meg az epithelioid sarcoma
diagnozisokat (10. abra). Ezen SMARCBI pozitiv daganatok koziil két minta a miRNS
expresszios kisérletekben szerepel kontrollként, amugy a genetikai és epigenetikai

vizsgalatokhoz a SMARCB1 immunnegativ epithelioid sarcoma mintékat hasznaltuk.

10. Abra: Proximalis tipusu epithelioid sarcoma (esetszam 33.) jellegzetes
morfologiai (a: H&E festés; 20x nagyitds ) és immunhisztokémiai képei.
Karakterisztikus citokeratin (AEL/AE3) (b; 20x nagyitas) és CD34 (c; 20x nagyitas)
pozitivitas, ellenben megtartott SMARCBI fehérje expresszio (d; 20x nagyitas).
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6. 2. SMARCB1 genetikai vizsgalatok

6. 2.1. Fluoreszcens In Situ Hibridizacio

Ahogy korabban az 5. 4. fejezetben is feltiintettilk, a BCR/ABL transzlokacios
FISH proba hasznalatdval kimutathat6 BCR szignal vagy szignalok elvesztése a
SMARCBL1 kromoszéma régio kiesését is jelenti a tumorsejtekben. A 9-es kromoszoéman
elhelyezked6 ABL (9934) gén pozitiv kontrollként szerepelt. Ha mindkét SMARCB1
allél deléciot szenvedne el a tumorsejtekben, akkor ezzel magyardzhaté lenne a
SMARCBI fehérje nuklearis expresszidjanak hidnya. Azonban minddsszesen négy
SMARCBI negativ epithelioid sarcoma esetében talaltunk un. biallélikus vagyis
mindkét BCR/SMARCBL allélt érint6 deléciot (11a. abra). Ezekben a mintakban csak a
kontroll narancsszinli ABL szignalok lathatok a daganatok sejtmagjaiban. Egyetlen
BCR/SMARCBL allél elvesztése, tehat egy z6ld BCR szignal megléte 11 daganat
esetében volt kimutathatdé (11b. &bra). A fennmaraddé 16 epithelioid sarcomaban
kromoszomalis eltérés FISH reakcioval nem volt detektalhato (11c. abra). Poliszomiat,
vagyis a kromoszomak tobbszorozodését dsszesen Ot epithelioid sarcomaban talaltunk,
melybdl egy eset triszomiasnak (11d. abra), négy pedig tetraszomiasnak mutatkozott. A
BCR/ABL transzlokéaciés proba hasznalatdval mindossze a 22-es és a 9-€s
kromoszémakat vizsgaltuk, igy aneuploidiat err6l a két kromoszomardl igazoltunk.
Azonban irodalmi adatok szerint a szerkezeti és szambeli kromoszoma eltérések

epithelioid sarcomaban relative gyakorinak mondhatéak [111].
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BCR/ABL transzlokacids proba BCR/ABL transzlokaciés préba
22q11.2/9q34 22q11.2/9q34

BCR/ABL transzlokaciés préba BCR/ABL transzlokaci6s préba

22q11.2/9q34 22q11.2/9q34

11. Abra: A FISH vizsgalat eredményei epithelioid sarcomaban. A
narancsszinii szignalok az ABL régidot (9q34), a zold szignalok a
BCR/SMARCBL régiot (22q11.2) reprezentaljak. Biallélikus BCR/SMARCB1
delécio (a), monoallélikus BCR/SMARCBL1 delécio (b). Allélvesztéssel nem

rendelkez6 tumorsejtek (c; d). Triszomias epithelioid sarcoma sejt (d).

6. 2.2. ASMARCBL1 gén szekvencia analizise

Azoknak az epithelioid sarcomaknak végeztiikk el a SMARCB1 gén szekvencia
analizisét, amelyekben FISH reakcidéval nem volt kimutathato a 22q11.2 kromoszéma
régi6 biallélikus delécidja. Tehat 6sszesen 27 tumorminta SMARCBL1 génjének 9 exonjat

PCR amplifikaltuk és direkt szekvenaltuk az esetleges mutaciok felderitése céljabol.
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Mindossze két epithelioid sarcomaban talaltunk SMARCB1 mutaciot, az egyik tumorban
a gén 5-0s exonjaban egy 10 bazisparos duplikaciot (ATCCTAGCC) (12. abra), mig a
masik daganatban a gén 7-es exonjaban egy pontmutaciot (GGG>AGG) (13. abra)
mutattunk Ki. A duplikacio a leolvasasi keret eltolédasat, mig a pontmutacié Glicin >
Arginin aminosav cser¢jét eredményezte. Mindkét szekvencia eltérés olyan tumorban
volt, amelyekben FISH reakcioval monoallélikus deléciot talaltunk. fgy egyiittvéve a
négy esettel, ami biallélikus deléciot mutatott FISH-sel, 6sszességében hat epithelioid
sarcomarol mondhatd el, hogy benniikk a SMARCB1 biallélikus delécidja/mutacioja

tehetd feleldssé a gén inaktivalodasaért.
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13. Abra: G> A pontmuticié a SMARCB1 gén 7-es exonban. A nyil jelzi a muténs adenint,
tovabba az elektroferogram alapjan az is megallapithat6, hogy a szekvenalt minta tSbbnyire

daganat sejteket tartalmazott (a vad tipusti guanint reprezentalo cstcs nem jelentkezett).

6. 2.3. A FISH eredmények validalasa

Az eddig targyalt FISH és szekvenalasi eredményeink publikalasat [112]
kovetéen jelent meg az irodalomban egy kozlemény, mely szerint a SMARCB1
inaktivacidjaért az epithelioid sarcomdk dontd tobbségében mégis a gén biallélikus
delécioja felelds [113]. Mivel az alkalmazott FISH proba nagyobb kromoszéma régiot
fed at, mint egyetlen gén régidja, ezért eldéfordulhatott, hogy a kisebb delécioktol
meglététdl fliggetleniil a proba a DNS-hez hibridizalni képes. Annak érdekében, hogy
ezeknek a kisebb delécioknak (pl. a gén egyes exonjainak teljes delécioi) a lehetdségét
kizarjuk és kizarolag a tumorsejtek DNS-ét vizsgaljuk, hataroztunk a 1ézer
mikrokimetszést kovetd PCR amplifikacio elvégzése mellett. A validalashoz harom
epithelioid sarcoma esetet valasztottunk, melyek monoallélikus delécioval birtak (14.
abra), valamint ketté olyan daganatot, melyek FISH vizsgalata allélvesztést nem
mutatott (15. abra). Mindegyik mikrodisszekalt és csak daganatsejteket tartalmazo
minta esetében sikeresen sokszoroztuk PCR modszerrel a SMARCB1 gén 9 exonjat. Az
exonok meglétét a PCR termékekrdl késziilt elektroforetikus gélkép alapjan
azonositottuk (14d-15d. abrak), ezaltal a biallélikus deléciok eléfordulasat a
tumorsejtekben kizartnak vehettiik.
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14. Abra: FISH eredmények PCR validacioja. Monoallelikusan deletalt epithelioid
sarcoma FISH eredménye (a). SMARCBI immunhisztokémia 1ézer
mikrodisszekciot megel6zéen (b; 40x nagyitas). A SMARCBI negativ tumorsejtek
mikrodisszekcidja, a reaktiv szoveti elemek kivagasat elkeriiltiik (C; 40x nagyitas). A

SMARCB1 exonok, mint PCR termékek azonositasa géleletroforézissel (d).
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15. Abra: FISH eredmények PCR validacidja. Deléciot nem mutato, SMARCB1 vad

tipust epithelioid sarcoma FISH eredménye (a). SMARCBI1 immunhisztokémia
lézer mikrodisszekciot megel6zéen (b; 40x nagyitas). A SMARCBI1 negativ
tumorsejtek mikrodisszekcioja, a reaktiv szoveti elemek kivagasat elkertiltiik (c; 40x

nagyitas). A SMARCB1 exonok, mint PCR termékek azonositasa géleletroforézissel

(d).

6. 3. ASMARCB1 mRNS expresszios szintjének meghatarozasa

A SMARCB1 mRNS szintjének meghatarozasahoz elséként a teljes szoveti
blokkokbdl izolalt epithelioid sarcoma mintakat hasznaltuk (n=16). A kvantitativ valds-
idejli PCR eredményeként a kontroll majszdvethez képest tobb mint a felére lecsokkent
SMARCB1 expressziot tudtunk kimutatni mind 16 mintaban, amit a 16a. abra
diagramjan tiintetiink fel. Kilenc tumor mintija az RNS-iik gyenge mindsége miatt
alkalmatlannak bizonyult ehhez a vizsgalathoz. Feltételeztiik, hogy a stréma és mas

normdl sejtek (limfocitdk, fibroblasztok, endotélsejtek, stb.) jelenléte kontaminéaciot
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okozhat a génexpresszid6 mérése soran. Az eltérd normal és tumor szdvet aranyok
kovetkeztében kaptuk a kiilonb6z6 SMARCB1 mRNS szinteket. Emiatt dontottiink hét,
legalabb egy intakt SMARCBL1 allélal biré epithelioid sarcomabdl tumor és kontroll
normal sejtek immunfestést kovetd mikrodisszekcidja mellett (16b, ¢ és d. abra). A
csupan daganatos sejtek mintdiban SMARCB1 mRNS expressziot mar nem detektaltunk
g-RT-PCR moddszerrel (16e. abra). Azonban a kontroll sejtekben a SMARCB1
transzkriptum meglétét igazolni tudtuk (16e. abra).
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16. Abra: A SMARCB1 génexpresszi6 meghatirozasanak eredményei. A SMARCB1
lecsokkent mRNS mennyiségei a heterogén szoveti Osszetételii epithelioid sarcoma
mintakban q-RT-PCR-rel meghatarozva (a). SMARCBI1 immunhisztokémia lézer
mikrodisszekciot megelézéen (b; 40x nagyitas). Elkiiloniilten mikrodisszekalt tumorsejtek
(c; 40x nagyitas) és SMARCBI1 pozitiv limfocitak (d; 40x nagyitas). q-RT-PCR
amplifikacios gorbék: kontroll GAPDH (kék-limfocitak, narancs-tumorsejtek), SMARCB1
(barna-limfocitak). A tumorsejtek mintaib6l SMARCB1 mRNS nem amplifikalodott (zold

alapvonal)(e).
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6. 4. SMARCB1 epigenetikai vizsgalatok

Osszességében 25 SMARCBI1 negativ epithelioid sarcoma esetén nem talaltunk
biallélikus genetikai eltérést a SMARCB1 gént illetéen. Ezért az epigenetikai szabalyozé
folyamatok koziil els6ként a SMARCB1 prométerének metilacidjat és majd az EZH2

fehérje expressziot és az EZH2 medialta H3K27 trimetilaciot vizsgaltuk meg.

6. 4.1. SMARCBL1 promoter metilacio

Elsdként a technikai kontrollnak kapott DNS mintdkon teszteltiik a metilacio-
specifikus PCR-hez tervezett primereinket. A teljesen metilalatlan, negativ kontroll
DNS templatrél csak a nem metilacid specifikus primerek amplifikaltak PCR
termékeket, ahogy ezt a 17a. abra gélelektroforézis képe is mutatja. Az in vitro
metiltranszferazzal metilalt, pozitiv kontroll DNS templat PCR amplifiké4cioja soran a
metilaci6 €s a nem metilacid specifikus primerek egyarant felsokszoroztak a specifikus
nukleinsav szakaszokat, amint ez a 17b. abran lathat6. Ez a metilacids heterogenitas arra
utal, hogy a kontroll DNS in vitro metilacioja nem mitkddhetett 100%-os hatasfokkal,
maradtak metilalatlan all¢lek is a mintaban. Ennek ellenére, a kontrollok hasznalataval
megbizonyosodhattunk a moddszer és primereink megbizhaté mitkodésében. A 25
biszulfit konvertalt epithelioid sarcoma DNS-ének MSP vizsgalataval azt talaltuk, hogy
a SMARCB1 gén promoterében nincsenek metilalt citozinok, mivel a PCR-ek soran
minden tumor esetében kizarolag a nem metilacié specifikus termékek amplifikalodtak.
A 17c. é4bra egy reprezentativ epithelioild sarcoma MSP modszert kovetd

gélelektroforézis eredményét mutatja.
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17. Abra: A SMARCB1 prométer metilacio-specifikus PCR (MSP) termékeinek azonositasa
gélelektroforézissel. Negativ kontroll DNS minta MSP amplifikacidja (a). Pozitiv kontroll
DNS minta MSP amplifikacioja (b). Epithelioid sarcoma biszulfit médositott DNS-ének
MSP amplifikacidja ().

6.4.2. EZH?2 medialta H3K27 trimetilacio

Az epithelioid sarcomak hiszton metilacios kisérleteit az EZH2 metiltranszferaz
fehérje expresszid6 immunhisztokémiai kimutatasaval kezdtik. Majd a hiszton H3
lizin27 oldallancanak trimetilaciojat (H3K27me3), mint az EZH2 medialta metilacio
funkcionalis bizonyitékat, szintugy immunfestésekkel vizsgaltuk. Az EZH2 fehérje
expressziot mind a 36 epithelioid sarcoma esetében az 5. 3. fejezetben leirt pontozasi
rendszer alapjan értékeltiik. Az epithelioid sarcomak Osszesitett atlagos pontértéke
2,97+1,55 (atlagérték+szoras), tehat megallapitottuk, hogy az EZH2 overexpresszio
nem jellemzd az epithelioid sarcomara. Harmas vagy annal kevesebb pontértéket 25
daganat (69%) kapott, igy ezeket EZH2 negativnak (2,2+1,14) tartottuk (18a. abra). A
fennmarado6 11 epithelioid sarcoma (31%; kilenc proximalis és két disztalis tipus) EZH2
pozitivnak (4,73+0,9) bizonyult. A legmagasabb hatos értéket harom proximalis tipusu
epithelioid sarcoma (8%) esetében kaptuk (18b. abra). Irodalmi adatok szerint az EZH2

overexpresszié a malignus rhabdoid tumorokra jellemz6 [114], amit a malignus
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rhabdoid tumor mintankon is igazoltunk (18d. abra). A H3K27me3 antitest, ami a
kizarélag a haromszorosan metilalt lizin27 oldallancot ismeri fel a H3-as hisztonon
szintén negativ immunhisztokémiai reakciot mutatott az Osszes vizsgalt epithelioid

sarcoma minta tumorsejtjeiben (18c. abra).

18. Abra: EZH2 és H3K27me3 immunhisztokémia eredmények. EZH2 negativ epithelioid
sarcoma (a; 40x nagyitas). EZH2 pozitiv proximalis tipusu epithelioid sarcoma (b; 20x
nagyitas). H3K27me3 reakcié epithelioid sarcomaban, a tumorsejtek negativak, mig a kép
jobb szélén lathato limfoid csoport sejtjei pozitivak (C; 20x nagyitas). EZH2 erds pozitivitas
malignus rhabdoid tumorban (d; 20x nagyitas).

6. 4.3. A SMARCB1 mRNS-¢ célz6 miRNS-ek azonositisa

6. 4.3.1. In silico target predikcio
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Az 6t target predikcios algoritmussal (lasd Mddszerek 5.13 fejezet) dsszesen 80
Ezek koziil egyetlen miRNS-t, a miR-206-ot mindegyik algoritmus jelezte. Erdekesség,
hogy a miR-206-ot a SMARCB1-hez tarsitja egy online mRNS adatbazis is, melyet egy
sarcomakat vizsgald kutatocsoport hozott 1étre [115]. Hét tovabbi miRNS-t (miR-1,
miR-381, miR-502, miR-548a, miR-619, miR-671-5p, miR-765) legalabb négy program
azonositott, mig a maradék 72 miRNS-t mar csak harom vagy kevesebb algoritmus
jelezte. A fent konkrétan megnevezett nyolc miRNS-t valasztottuk ki tovabbi
kisérleteink végrehajtasahoz. A mMiRNS-ek expresszidjat kvantitativ valos-idejii PCR
modszerrel 30 epithelioid sarcoma (25 legalabb egy intakt SMARCBI allélal
rendelkezé tumor, harom biallélikusan deletalt daganat és két SMARCBI1 pozitiv

epithelioid sarcoma) és két malignus rhabdoid tumor mintaban vizsgaltuk.

6. 4.3.2. Target predikcids programokkal kivalasztott miRNS-ek expresszidja

epithelioid sarcomaban

Négy miRNS mutatott szignifikansan magasabb expressziot (p<0,001; 19. abra)
a 25 epithelioid sarcoma mintaban (melyek legalabb egy genetikailag intakt SMARCB1
alléllal rendelkeztek) 6sszehasonlitva a harom kontroll csoport mintaival (két malignus
rhabdoid tumor, két SMARCBI pozitiv epithelioid sarcoma ¢s harom SMARCB1
biallélikusan deletalt epithelioid sarcoma) és a normal zsirszovettel. A miR-206 5,7-
szeres, a miR-381 8,17-szeres, a miR-671-5p 6,55-sz6r6s és a miR-765 10,12-szeres
atlagos emelkedését talaltuk. A miR-1 és a miR-502 expresszids szintje megegyezo
vagy lecsokkent értékeket mutatott az Gsszes csoportot tekintve. Ugyanakkor a miR-

548a és a miR-619 nem voltak detektalhatoak egyik fent emlitett szovettipusban sem.
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19. Abra: A miRNS-ek expressziojanak meghatarozasa q-RT-PCR modszerrel. (***p<0,001)

6. 4.4. A miRNS-ek hatdasanak funkcionalis vizsgdlata sejttenyészetekben

6. 44.1. A miR-206, miR-381, miR-671-5p ¢és miR-765 géncsendesités hatisa a
SMARCBL1 génexpressziora

Annak igazolasara, hogy az epithelioid sarcomaban emelkedett expressziot
mutatd miRNS-ek funkciondlisan képesek szabalyozni a SMARCB1 génatiratok
mennyiségét, vagyis csendesiteni tudjak ezt a tumorszupresszort, HT-1080, Caco-2 és
HDFa sejtvonalakat transzfektaltunk. A kisérleteket megel6z6en mindharom sejtvonal
esetében q-RT-PCR moddszerrel megbizonyosodtunk arrol, hogy sejtjeik kifejezik a
SMARCB1 gént. A miR-206, miR-381, miR-671-5p, miR-765 és a negativ kontroll
MiRNS-ekkel valo transzfekciokat koveto 24, illetve a HT-1080 sejtekkel 48 6ra utan is
megmértiik a SMARCB1 mRNS expressziot kvantitativ valos-ideji PCR modszerrel.

A HT-1080 sejtekben a miR-206, miR-381 és miR-671-5p altal koézvetitett

csendesités rendre 34,27%-ra, 74,23%-ra és 72,45%-ra csokkentette le szignifikdnsan a
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SMARCB1 mRNS szintjét 24 ora elteltével (20. abra; p<0,001). 48 orat kovetéen a
mMiR-206 és a miR-671-5p szignifikdnsan csendesitették 54,15%-ra és 74,74%-ra az
MRNS szintet, a miR-381-nek nem volt szignifikans hatasa. Tehat 24 éraval a miRNS
transzfekciot kovetden rendszerlinkben intenzivebb a géncsendesités hatésa,
Osszehasonlitva azt a 48 oras kisérlettel.

A miR-206, miR-381 és miR-671-5p transzfekcid a Caco-2 sejtekben 43,53%-
ra, 79%-ra és 72,45%-ra, a HDFa sejtekben 31,2%-ra, 56,7%-ra és 56,8%-ra redukalta
szignifikinsan a SMARCB1 mRNS szintjét (20. abra; p<0,001 ¢és p<0,01).
Meglepetésiinkre, 8 miR-765-nek nem talaltuk funkcionalis hatasat a sejtekben, pedig ez
a MIRNS mutatta a legmagasabb szintli expressziot az epithelioid sarcomakban. A

leghatékonyabb géncsendesité miRNS molekulanak a miR-206 bizonyult.
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20. Abra: A SMARCB1 génexpressziojanak valtozasai a miR-206, miR-381, miR-671-5p, miR-
765 és a negativ kontroll miRNS transzfektans sejtekben q-RT-PCR-rel mérve.
(***p<0,001 és **p<0,01)

Annak kideritésére, hogy a miR-206, miR-381 és miR-671-5p altal kozvetitett
géncsendesité folyamatok szinergisztikusan miikodnek-e, egyiittesen transzfektaltuk
(un. ko-transzfekcioval) a HDFa sejteket a fent emlitett harom miRNS molekula
kombinaciodival és 24 ora elteltével hataroztuk meg a SMARCB1 mRNS szinteket (21.
abra). A miR-206/381 és a miR-206/671-5p kombinacidok ugyan szignifikansan
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csokkentették (p<0,001) 44,59%-ra és 35,47%-ra a SMARCBL1 génexpressziot, de a
miR-206 altali csendesités 6nmagaban hatékonyabbnak bizonyult a HDFa sejtvonalban.
Vagyis a miRNS-¢k szinergizmusra utalé funkcidjat kisérleti rendszeriinkben
bizonyitani nem tudtuk. A miR-381/671-5p kombinacionak mar nem detektaltunk
szignifikans géncsendesitd hatasat a SMARCB1 mMRNS-re. Erdekesnek tartottuk, hogy a
harmas miRNS kombindcid transzfekcioja nem befolyasolta a SMARCB1 expressziot.
Mindez egy kiiszobhatds folyamatat sejteti, konkrétan azt, hogy a harmas

kombinacioban az egyes miRNS koncentraciok nem érték el a csendesitéshez sziikséges

szintet.
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21. Abra: A SMARCB1 génexpressziojanak valtozasai a miR-206, miR-381, miR-671-5p
kombinéciok és a negativ kontroll miRNS transzfektans HDFa sejtekben q-RT-PCR-rel mérve.
(***p<0,001)

6. 44.2. A miR-206, miR-381 ¢és miR-671-5p géncsendesités hataisa a SMARCBI

fehérje expresszidjara

Az mRNS szinten leghatékonyabb SMARCB1 géncsendesitést kivaltdé harom
mIRNS (a miR-206, miR-381 és miR-671-5p) SMARCBI fehérjére gyakorolt hatasat
HDFa sejtek transzfektaldsaval, majd 24 ¢és 48 o6ra utan a sejteken végzett

immuncitokémiaval vizsgaltuk. SMARCBI1 intranuklearis negativitassal rendelkezd

61



sejteket a miR-206 transzfektansok (22c. abra), illetve a miR-206/671-5p és a miR-
206/381 ko-transzfektansok (23c és d. abra) 48 oras kisérletei esetén figyelhettiink meg.
A transzfektansok kozott 20-60%-0s aranyban maradtak SMARCBI1 fehérje
expresszidjukat megdrzd sejtek, amit a tranziens transzfekcios hatékonysag koriilbeliil
85 %-os aranyanak ¢s a fehérje megujulasanak (,,turnover’-ének) tulajdonitottunk. A
SMARCBI protein becsiilt in vitro féléletideje koriilbeliil 30 6rara teheté a Protparam
algoritmus  (http://web.expasy.org/protparam/) fehérje analizise szerint. A nem
transzfektalt és a negativ kontroll miRNS-sel transzfektalt sejtek 100 %-a SMARCB1

pozitiv immunfestéssel birt (22a, b. és 23a, b. abrak).

22. Abra: SMARCB1 immuncitokémiai festés a kontroll nem transzfektalt (a; 40x nagyitas),

a negativ kontroll miRNS-sel (b; 40x nagyitas), valamint a miR-206-tal (c; 40x nagyitas)
transzfektalt HDFa sejteken.
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23. Abra: SMARCB1 immuncitokémiai festés a kontroll nem transzfektalt (a; 20x nagyités),

a negativ kontroll miRNS-sel transzfektalt (b; 20x nagyitas), valamint a miR-206/671-5p-vel
(c; 20x nagyitas) és a miR-206/381-gyel (d; 20x nagyitas) ko-transzfektalt HDFa sejteken.



7. MEGBESZELES

Jelen tanulmanyunkban a SMARCB1 tumorszupresszor gén genetikai statuszat,
mRNS ¢és fehérje szintli expressziojat, valamint epigenetikai érintettségét vizsgaltuk egy
ritka lagyrész daganat, az epithelioid sarcoma esetében.

Az epigenetikai folyamatok megvaltozasai magyarazatot adhatnak a daganatos
megbetegedések jellegzetes sajatossdgaira és ugyanolyan hatdsok kivaltasat érhetik el,
mint a genetikai karosodasok. Az egyik legjobb példa erre, a malignus rhabdoid tumor
¢s az epithelioid sarcoma karcinogenezisének Osszevetése, mivel mindkettd esetében
ugyanannak a SMARCBI1 fehérjének az expresszio elvesztése szerepel, de mig a
rhabdoid tumorokban genetikai, addig az epithelioid sarcomakban epigenetikai
valtozasok 4llnak a hattérben. Az epigenetikai mechanizmusok megvaltozasai
altalanosan harom szinten, a DNS, az RNS ¢és a fehérjék szintjén befolyasolhatjak a
sejtmitkodést, s ezzel a genetikai valtozasokkal, a mutacidkkal megegyezd hatasokat
eredményezhetnek. A szupresszor génekben a promoter régiokon belilli DNS
hipermetilaci6 ¢és az EZH2 metiltranszferaz tGlmikodése altal katalizalt hiszton
metildcidk a karcinogenezis és sarcomagenezis jol ismert és széleskorlien vizsgalt
mozgatorugoi.

A SMARCB1 gén promoter régidja szdmos CpG szigettel rendelkezik, ezzel
lehetséges helyét szolgaltatva a transzkripcid inaktivacidjat indukald hipermetilacid
mechanizmusanak. Vizsgalataink elsd felében arra kerestiik valaszt, vajon a DNS
hipermetilacidja vagy az EZH2 medialta hiszton H3K27 trimetilacidja okozza-e a
SMARCBI fehérje expresszio hidnyat epithelioid sarcoméban.

A SMARCBL1 gén biallélikus karosodasat és az ennek kovetkeztében tapasztalt
sejtmagi fehérje expresszio vesztését elsdként malignus rhabdoid tumorokban ismerték
fel 1990-ben és erre a daganatra specifikus és karakterisztikus jellegzetességnek
gondoltak [116]. Valamivel kés6ébb azonban kideriilt, hogy a SMARCBI fehérje
expresszid hianya jellemz6 lehet szamos mas lagyrész tumorra, koztiik az epithelioid
sarcomara is. Utobbi daganattipusban az esetek koriilbeliil 90%-a SMARCB1 sejtmagi
negativitassal rendelkezik. Ugyanakkor arra is fény dertilt, hogy az epithelioid sarcomak
tobbségében a SMARCB1 génben nincsenek biallélikus mutaciok. Ezek az eredmények

epigenetikai folyamatok érintettségét sugalltak ebben a lagyrész sarcomaban.
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Tanulméanyunk elsdé 1épése az volt, hogy a SMARCBI negativ immunfestésii
epithelioid sarcomakat kivalogassuk, majd ezek koziil a tumorok koziil kiszlrjik a
genetikailag biallélikusan karosodott eseteket. Osszesen 31 (86%) SMARCBI negativ
epithelioid sarcomat talaltunk melyek kozil hat (19%) eset mutatott biallélikus
eltéréseket. gy a fennmaradé 25 daganat metilacios analizisét végezhettiik el. A kapott
eredményeink Osszhangban vannak az irodalmi adatokkal, kivéve a biallélikusan
karosodott esetek aranyat, ami az esetlinkben valamivel magasabb, mint azt Kohashi és
mtsai. leirtak [27]. Ez talan magyarazhat6 azzal a ténnyel, hogy vizsgalatunk mindossze
a harmadik tanulmany ebben a tekintetben, ezért 6sszehasonlitas célra sok irodalmi adat
nem is allt rendelkezésiinkre.

A SMARCBI1 gén promoter metilacids statuszaval foglalkozo publikéacios adatok
szdma szintén limitdlt. Minddssze egyetlen kutatdcsoport vizsgalta a SMARCB1
promoterének metilaciojat malignus rhabdoid tumorokban és kozleményiikben leirtak,
hogy a gén promotere hipermetilaciot nem mutatott az emlitett daganatban [117].
Pozitiv kontrollnak, biologiai kontroll minta hidnyaban, kémiailag indukaltunk DNS
hipermetilaciét a primereink tesztelésére. Meglepetésiinkre, a vizsgalt 25 epithelioid
sarcoma egyikében sem talaltuk a SMARCB1 prométer hipermetilacidjat [112]. A
metilacios analizishez a SMARCB1 gén 600 bazispar hosszu, CpG szigetekben gazdag
DNS szekvenciajat valasztottuk, amely a 22-es kromoszéma 24129097-24129696-0s

crer

alkalmazés szerint. Ez a gén promoter régidja, ami atfedésben van az elsé exon
szekvencidjaval is. Osszesen 14 nem metilalt és metilalt specifikus primer pért
terveztiink, melyek koziil az utobbiak a CpG szigetek koriilbeliil 40%-at fedik le a
prométerben. Altalaban ennél kevesebb vagy csak egy-egy metilalt és nem metilalt
specifikus primer par hasznélata elegendd a metilacié kimutatasahoz, ahogy ezt szdmos
kozleményben MSP modszerhez alkalmaztak [118, 119]. A kimutatott metilacid hianya
a SMARCBL1 promoterében sugallta mas, nem DNS szintli epigenetikai mechanizmus
szerepét, mint pl. a hiszton metilaciojaét.

Az EZH2 a PRC2 fehérje komplex enzimatikusan aktiv komponense, ami a lizin
27 trimetilaciojat katalizalja a harmas hisztonon (H3K27me3), ezaltal repressziv
allapotot, gének transzkripcidjanak  gatolodasat eredményezve. Az EZH2

overexpressziot és a H3K27me3 epigenetikai marker meglétét immunhisztokémia
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modszerrel  vizsgaltuk a 36  epithelioid sarcoma mintdnkon ¢és egyik
mechanizmust/markert sem azonositottuk a tumor altalanos sajatossagaként [112]. Az
EZH2 reakciok értékelésében az atlagos pontérték 2,97-nek adddott, ami azt jelenti,
hogy az epithelioid sarcomak tobbsége EZH2 negativ. Mindosszesen harom daganat
(mindegyik proximalis tipust) kapta a legmagasabb hatos értéket. Erre magyarazatul
szolgalhat, hogy az EZH2 overexpresszioja korrelaciot mutat az elérehaladott daganatos
progresszioval és a tumorok agressziv viselkedésével. A proximalis tipusu epithelioid
sarcoma prognosztikai szempontbol pedig sokkal elénytelenebb a disztalis tipusnal [3].
Az erés EZH2 pozitivitds tehdt nagyon ritka immunfenotipusos tulajdonsaga az
epithelioid sarcomanak. Ezzel ellentétben, az EZH2 rendszerint erésen pozitiv a legtobb
un. blasztos tumorban, mint pl neuroblastoma, Ewing sarcoma, alveolaris
rhabdomyosarcoma, malignus rhabdoid tumor [114, 120-122]. De ezekben a
daganatokban intakt a SMARCB1 expresszio, kivéve a rhabdoid tumorokat, melyekben a
gén genetikai karosodasa ismeretes. Cao Q ¢és mitsai. arrdl szamoltak be, hogy az E-
cadherin tumorszupresszor gén EZH?2 altali represszidja sszefliggésbe hozhatd szamos
carcinoma agresszivitasaval [123]. Az azonban, hogy milyen mas gének miikodése
gatolodik a kiilonbozo daganatokban az EZH2-funkcid kovetkeztében, tovabbra sem
tisztazott, de ugy tiinik, a SMARCB1 gén ebben nem érintett. Vizsgalatunk képviselte az
els6 tanulmanyt, melyben az EZH2 expressziot epithelioid sarcomék nagyobb sorozatan
IS megvizsgaltak. Yamaga és mtsai. egy kozleményiikben 104 lagyrész tumor kozott 5
epithelioid sarcomat vizsgaltak, melyeket 16%-0s atlagos EZH2 ,labeling index”-szel
(ami az EZH2 pozitiv sejtek szazalékos megoszlasat jelezte) jellemeztek [124]. A
H3K27 trimetilaciojat az EZH2-n kiviill mas lizin metiltranszferazok, pl. az NSD
(,,nuclear receptor binding SET domain”) fehérje csalad tagjai is katalizalhatjak [125].
Ezért Iényeges volt a H3K27me3 jelenlétének, mint az EZH2 medialt hiszton metilacio
funkcidés bizonyitékdnak a vizsgalata, ami szintén negativ immunhisztokémiai
eredményeket hozott az epithelioid sarcomakban. Mivel egyik célul tlizétt DNS szintl
epigenetikai folyamattal sem tudtuk bizonyitani a SMARCB1 gén inaktivaciojat, ezért
kovetkezd 1épésnek az mRNS szintli vizsgélatokat végeztiik el.

Az mRNS expresszios qRT-PCR kisérletekhez megfeleld mindségli RNS
templatot 16 epithelioid sarcoma szdveti blokkjabol nyertiink. A PCR eredményeként a
tumorokban alacsony, de varidbilis SMARCB1 mRNS szintet kaptunk, attol fliggéen,
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hogy a minta milyen normal szdvet-tumor arannyal rendelkezett. Azt nem tudtuk, hogy
magukban a tumorsejtekben ez a SMARCB1 mRNS expresszié teljes hianyat vagy
magasabb mRNS szintet mutatokat egyarant, valasztottunk 1ézer mikrodisszekciora. Az
elkiilonitetten izolalt SMARCB1 immunnegativ epithelioid sarcoma tumorsejtekben
SMARCB1 mRNS expressziot nem detektaltunk, ellentétben a SMARCBI pozitiv
normal sejtekkel [112]. A SMARCB1 transzkriptum hianya azt is jelenti, hogy sem
normalis, sem megvaltozott fehérje nem képzddhet, igy a fehérje szintii epigenetikai
valtozasok, mint pl. az ubikvitinaciot kovetd protein degradécio szerepe kizarhato.

Ezek alapjan felvet6dott az RNS interferencia lehetdsége, konkrétan az, hogy
specifikus miRNS-ek a SMARCB1 mRNS repressziojaban, hasitasaban vehetnek részt.
Kiilonboz6 gének miRNS-ek altali csendesitése kovetkeztében kialakult csokkent vagy
hianyz6 mRNS expresszi6 jol ismert mechanizmus kiilonféle tumoros
megbetegedésekben [126]. S6t a miRNS-ek jelentésége a daganatok képzddésében mar

nem kérdés, egyre tobb irodalmi adattal rendelkeziink ezeknek a kis molekulaknak az

crer
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rhabdomyosarcomaval [128-130], liposarcomaval [131], osteosarcomaval [132],
angiosarcomaval [133], Ewing sarcomaval [134] és synovialis sarcomaval [135]
kapcsolatos eredményeket. Azonban a mai napig nincsenek adatok a mIiRNS
expressziordl epithelioid sarcomdban. Egy 2013-as tanulmanyban Sullivan és mtsai.
arr6l szamoltak be, hogy az epithelioid sarcomak magas szazalékban (83%-ban)
biallélikusan deletalt SMARCB1 génnel rendelkeznek [113]. Emiatt validalnunk kellett a
genetikai eltérésekkel kapcsolatos korabbi, mar publikalt FISH eredményeinket. Ehhez
o0t epithelioid sarcoma (harom SMARCB1 monoallelikusan deletalt és kett6 SMARCB1
vad tipust) lézer mikrodisszekalt tumorsejtjeiben a SMARCB1 gén 6sszes, kilenc
mintdknak a szekvendldsa vad tipusi SMARCB1 gént eredményezett, a biallélikus
delécio és/vagy mutacio lehetdségét kizartuk. A Sullivan és mtsai. tanulmanyaban
kozolt ellentmondas okaként a metodikdk kiillonbozdségét hozhatjuk fel. Sullivan és
mtsai. vizsgalataikhoz az un. MLPA, wvagyis ,multiplex ligaciofiiggd proba

amplifikacié” modszerét alkalmaztdk és nem pusztan tumorsejteket, hanem teljes
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szoveti blokkokbdl szarmazo, normal szdvetet is tartalmazo anyagokat hasznaltak, ami
tovabb neheziti relativ Osszehasonlitdson alapuldé eredményiik interpretalasat. Kissé
furcsanak tlinik az amerikai tanulméanyban, hogy a 19 epithelioid sarcoma archivalt
anyagabol, csak 12-bél (63%) tudtak a kisérlethez megfelel6 DNS-t kinyerni. Tovabba
érdekesnek tartottuk azt, hogy nem irtdk, milyen minimalis tumor szézalék sziikséges az
eredmények elfogadhatosagahoz, valamint cikkiikben az MLPA eredményét feltiintetd
kép is megkérddjelezhetd. A bemutatott dbra egy dominans tumorminta heterozigota
eredményének is megfelelne, hisz a SMARCBLI relativ csucs aranyok 0,5 koré (kevéssel
az aléd és f61¢) esnek. Homozigdta delécidra célszeriibb lett volna olyan képet mutatni,
ahol az érték biztosan 0,5 ala megy. Ettol fliggetleniil tervezziik, hogy a sajat
mintainkon elvégezzik az MLPA vizsgalatot is, hogy ezzel kozvetlenebb
Osszehasonlitast nyerjiink a két tanulmany kozott.

Uj eredményként a miR-206, miR-381, miR-671-5p és a miR-765 miRNS-ek
szignifikans overexpressziojat mutattuk ki abban a 25 epithelioid sarcomaban,
amelyekben biallélikus mutaciokat nem talaltunk [136]. Mig a biallélikusan deletalt
epithelioid sarcomakban és a rhabdoid tumorokban a fenti miRNS-eknek nem volt
emelkedett az expresszidja.

Erdekesnek tartottuk, hogy az epithelioid sarcomaban legmagasabb szintii
(10,12-szeres) expressziot mutatd miR-765 nem bizonyult hatékony SMARCB1
géncsendesitdé molekulanak a funkcionalis in vitro vizsgalatok soran. Ezzel ellentétben,
a miR-206, mely csak 5,7-szeres expresszio emelkedést mutatott, volt képes a
legerdsebb csendesitd hatast kivaltani [136]. Mindez felhivja a figyelmet a funkcionalis
tesztelések jelentdségére a kutatdsok soran. Funkciondlis vizsgalatainkhoz héarom
sejtvonalat transzfektaltunk, mivel biztosak szerettiink volna lenni abban, hogy a
géncsendesités nemcsak normdl humén fibroblasztokon, de sarcoma és carcinoma
sejtvonalakon is mitkddik. A tranziens transzfekciot elektroporacioval hajtottuk végre,
ami egy megbizhatdo és egyben gyors eredményt add metodust jelentett. A Kko-
transzfekcios kisérletekt6l azt vartuk volna, hogy a miR-206, miR-381 és miR-671-5p
dupla és tripla kombinacidi lesznek a leghatékonyabbak a SMARCB1 csendesités soran.
Fontos megjegyezni, hogy az elektroporacié soran a reakcid térfogatanak 10%-at nem

haladhatja meg az oldott miRNS-ek térfogata, ez limitalta a miRNS bemérések
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harmadukra higultak, ami magyarazhatja miért nem zajlott le RNS interferencia. A
dupla kombinacioknal is ebbe a problémaba iitkoztiink, ami ugyan szignifikans, de
gyengébb géncsendesitést okozott, mint amikor csak a miR-206-tal transzfektaltunk. A
HT-1080 transzfektansokban a 48 6ra utan mért, kovetkezetesen kisebb csendesito hatas
azt mutatta, hogy a maximalis csendesitéshez 24 6ra elegendd. Bar a SMARCBI fehérje
féléletideje 30 ora, ahhoz hogy az RNS interferencia folyamata fehérje szinten is
kimutathaté legyen a kisérleteinkben 48 o6ra kellett. Ennyi id6 eltelte utan sikertilt
immuncitokémiaval kimutatnunk SMARCBI1 negativ sejtmagu sejteket a miR-206, a
miR-206/671-5p és a miR-206/381 transzfektansok kdzott.

A miR-206 szerepe kiilondsen érdekes epithelioid sarcomaban. A miR-206/miR-
133b és a miR-1/miR-133a altalanosan ugy ismertek, mint izomszovet specifikus
mMIiRNS-ek, un. myomiR-ek [137] és a miR-1-1/miR-133a-2, miR-1-2/miR-133a-1 és
miR-206/miR-133b klasztereket alkotjak a human genom harom kiilonb6z6, 20q13.33,
18q11.2 és 6p12.2 kromoszomalis régidjaban [138]. A miR-206/miR-133b intergénikus
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1-hez, bar a szekvenciaja négy nukleotidban tér el a miR-1-t61 [138]. A miR-206-tal
kapcsolatos  publikaciokban e mIRNS down-regulaciojat  kozolték  szamos
daganattipusban, mint pl. tiid6 [139], eml6 [140], endometrialis carcinomakban [141] és
rhabdomyosarcomaban [142]. A miR-206 validalt target onkogénjeiként szerepelnek az
ESR1 (oestrogen receptor 1) [141], a MET (met proto-oncogene) [142] és a NOTCH3
(Notch homolog 3) gének [143], tehat a miR-206 egyfajta tumorszupresszor miRNS-
ként ismeretes. Azonban epithelioid sarcomaban a miR-206 overexpresszidja jellemzo
és a miRNS target génje, a SMARCBL1 egy erds tumorSzupresszor, ezért ebben a
tumorban a miR-206 onkomiRNS-nek foghato fel. Ezt a kétirany(i génszabalyozasi
lehet6ségét a miR-206-nak eddig nem ismertiik, de a miRNS-vilag komplexitasat
figyelembe véve, vagyis amennyi gén lehet egyetlen miRNS célpontja €s amennyi
miRNS-nek targetje lehet egy gén, nem is annyira meglepd ez a tulajdonsag. Lehetséges
magyarazatként szolgalhat a miR-206 véaratlan funkcidjara epithelioid sarcomdban,
hogy a miR-206 expresszio rendszerint egylittesen valtozik a miR-1expresszidjaval, de

epithelioid sarcomaban a miR-1 expresszi6 nem mutatott emelkedett szintet a

vizsgélataink soran sem.
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A miR-381 volt a masik feliillszabalyozott expresszidt mutatdé miRNS az
epithelioid sarcoma mintdinkban és kozel hasonl6 SMARCB1 géncsendesitést indukalt,
mint a miR-671-5p. A miR-381 a kevésbé tanulmanyozott miRNS-ek kozé tartozik, de
génjeként az IDI1 (Inhibitor of Differentiation 1) gént irtak le [144]. Sokkal inkabb
lényeges, hogy a miR-381 feliilregulalodik synovialis sarcomaban és célgénjeként a
SMARCAS szerepel [135]. Ez 6sszhangba hozhaté az Arnold és mtsai. altal kozolt
eredményekkel, melyek szerint lecsokkent SMARCBI1 immunreaktivitas jellemzi a
synovialis sarcomak dontd tobbségét [145]. Mindezen adatok alapjan a miR-381 onko-
miRNS funkciéval birhat epithelioid és synovialis sarcomaban egyarant.

A harmadik, epithelioid sarcomaban feliilszabalyozodott ¢és hatékony
géncsendesitést kivaltdo miRNS a mir-671-5p volt, de rdla relevans irodalmi adatot a
tanulmanyunkkal kapcsolatosan nem talaltunk.

A SMARCBL1 csendesitésben funkcionalis aktivitast nem mutatd miR-765-tel
kapcsolatos, maig megjelent publikaciok szama szintigy limitalt. A miR-765 up-
pheochromocytomaban [147] és vastagbélrakban [148], azonban a miRNS specifikus
funkcidjat nem tisztaztak.

Tovabbi kisérleteink iranyvonala kozt szerepel tobbek kozt annak a kideritése,
hogy mas SMARCBL1 deficiens lagyrész sarcomakban megvizsgaljuk a miR-206, miR-
381, miR-671-5p és a miR-765 expresszioit. Ezzel feltehetdleg bizonyithatnank, hogy a
SMARCB1 epigenetikai szabalyozasa egy altalanosnak mondhaté vagy inkabb
daganatspecifikus mechanizmussal mikodik. A miRNS-ek in vitro permanens
transzfekciojaval egy stabil RNS interferencia elérése lenne a cél, mely lehetévé tenné e
molekuldk altaldnos és feltételezetten onkogenikus hatasanak tanulmanyozésat. Végiil
in vivo allatkisérletekkel (a stabil transzfektans sejtek allatba oltasaval) lehetne
megvizsgalni, hogy a miRNS-ek feltételezett tumor-transzformald hatasa dnmagaban
elegend6-e vagy mas genetikai és/vagy epigenetikai eltérések sziikségesek epithelioid
sarcoma kialakulasahoz.

Osszefoglalva, az altalunk epithelioid sarcomaban meghatarozott emelkedett
kifejezodésti és a SMARCB1 tumorszupresszor gént funkcionalisan csendesiteni képes

miR-206, miR-381 ¢és miR-671-5p MIRNS-ek szerepet jatszhatnak a betegség
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kialakuldsdban. Tovabba a miRNS expresszios eredményeink differencidldiagnosztikai
jelentéséggel birnak a malignus rhabdoid tumor és az epithelioid sarcoma

elkiilonitésében.
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8. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

e Az epithelioid sarcomdk tobbségére (81%) nem jellemezé6 a SMARCB1
tumorszupresszor gén biallélikus genetikai eltérése. Tovabbd sem a gén
metilacidos mechanizmus, az EZH2 medialt H3K27 trimetilacid, sem az EZH2

gén tulfokozott mikodése nem felelés a SMARCB1 transzkripcios gatlasaért.

e A SMARCBI immunnegativ epithelioid sarcoma tumorsejtekben MRNS
expresszid nem kimutathatd, ezért poszt-transzlacios modositasok sem okozzak

a SMARCBI fehérje hianyat.

e A SMARCB1 gén inaktivacidjanak okaként az RNS interferencia szerepe
igazolodott epithelioid sarcomaban. Szignifikdnsan emelkedett expresszio
talalhato a kovetkezé négy miRNS esetében: miR-206, miR-381, miR-671-5p és
miR-765.

e A miR-206, miR-381 és miR-671-5p, valamint ezen miRNS-ek kombinacioi

mutatnak funkcionalis aktivitast a SMARCB1 gén csendesitésére.

o A felfedezett epigenetikai szabalyozas egy 0j mechanizmus az epithelioid
sarcoma karcinogenezisében: SMARCB1 tumorszupresszor gént Un. onko-
miRNS-ek (miR-206, miR-381, miR-671-5p) szabalyozzak, melyek feltehetdleg

szerepet jatszanak a tumor patogenezisében.

e Eredményeink alapjdn lehetéség van a malignus rhabdoid tumor és az

epithelioid sarcoma (féként a proximals tipus) diagnosztikus elkiilonitésére.
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9. 1. OSSZEFOGLALAS

A SMARCB1 tumorszupresszor gén karosoddsa a 22-es kromoszoma hosszu
karjan régota ismert, de csak mostanaban térképezték fel ennek molekularis
mechanizmusait. A SMARCBI expresszio hianyat szamos tumor tipusban leirtak, de a
SMARCBI negativ esetek legnagyobb szazalékban a malignus rhabdoid daganatokra és
az epithelioid sarcomékra jellemzdek. Az epithelioid sarcoma egy ritka eléfordulasu és
agressziv viselkedésti lagyrész daganat melynek patogenezise teljesen ismeretlen. Két
tipusa (disztalis és proximalis) koziil foként a proximalis epithelioid sarcoma
elkiilonitése okoz nehézséget mas gyengén differencialt carcinomatol és epithelioid
malignus tumoroktdl. A SMARCB1 gén inaktivacié hatterében a rhabdoid daganatok
esetében genetikai sériilés, biallélikus delécio és/vagy mutacié all. Més lagyrész
tumorok esetén, mint pl. az epithelioid sarcoma, annak ellenére, hogy SMARCBI
negativak, dontéen nem genetikai eltérés, hanem epigenetikai mechanizmus okoz
SMARCB1 funkcidvesztést. Munkacsoportunk azonban kimutatta, hogy sem a gén
prométerének hipermetilacidja, sem az EZH2 medialta H3K27 trimetilaciéja nem
felel6s a SMARCBL transzkripcio gatlasaért, valamint a tumorsejtek mikrodisszekcidjat
kovetéen SMARCB1 mRNS expresszid sem volt detektalhatd. Els6ként talaltuk meg
azokat a miRNS-eket, amelyek epithelioid sarcomaban a SMARCB1 gént onkomiRNS-
ként szabalyozzak. Szignifikansan (p<0.001) emelkedett expressziot talaltunk a
kovetkez6 négy miRNS esetében: miR-206, miR-381, miR-671-5p és miR-765. Harom
miRNS, a miR-206, miR-381 és miR-671-5p szignifikansan csendesitette a SMARCB1
gént, mig a miR-765 nem bizonyult funkcionalisan aktivnak az in vitro kisérletek soran.
Az RNS interferencia mechanizmusat nemcsak mRNS, hanem fehérje szinten is sikertilt
igazolnunk transzfekcioval amely a miR-206-tal 6nmagaban és kombinacioban a miR-
381 és miR-671-5p-vel is sikeres volt. Eredményeink felhasznalhatéak lehetnek az
epithelioid sarcoma és a malignus rhabdoid tumor differencialdiagnosztikajaban.
Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a miR-206, miR-381 és miR-671-5p szerepet

jatszhatnak az epithelioid sarcoma patogenezisében.
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9. 2. SUMMARY

Damages of the tumour suppressor SMARCB1 gene on long arm of chromosome
22 has been known for a long while; however the underlying molecular mechanisms
have only been identified recently. Loss of SMARCB1 protein expression has been
reported in many tumour types but the highest percentage of SMARCBL1 negative cases
are probably malignant rhabdoid tumours and epithelioid sarcomas. Epithelioid sarcoma
is a rare soft tissue tumour with aggressive behaviour and unknown pathogenesis. It is
difficult to distinguish the proximal type epithelioid sarcoma from other poorly
differentiated carcinomas and epithelioid malignant tumours. The SMARCB1
inactivation in rhabdoid tumours is associated with genetic alterations as biallelic
deletion and/or mutation. Despite the SMARCB1 negativity, in some other soft tissue
tumours such as epithelioid sarcoma there is no SMARCBL1 genetic aberration but
supposedly epigenetic mechanism can cause the loss of function. Our group found, that
neither the gene promoter hypermethylation nor the EZH2 mediated H3K27
trimethylation was responsible for the inhibition of SMARCB1 transcription and there
was no detectable SMARCB1 mRNA in the laser microdissected tumour cells. We
discovered for the first time that SMARCBL1 is regulated by oncomiRNAs in epithelioid
sarcoma. We demonstrated a significant (p<0.001) overexpression of four miRNAs in
epithelioid sarcomas: miR-206, miR-381, miR-671-5p and miR-765. Three of them, the
miR-206, miR-381 and miR-671-5p were functionally capable to significantly silence
the SMARCB1 gene while miR-765 was functionally not active using in vitro
experiments. The mechanism of RNA interference was proved both in an mRNA and
also in a protein level using transfection with miR-206 alone and with the combinations
of miR-206, miR-381 and miR-671-5p. Our results can be useful in the differential
diagnostics of malignant rhabdoid tumours and epithelioid sarcomas. Our observations
suggest that the miR-206, miR-381 and miR-671-5p may have a role in the

pathogenesis of epithelioid sarcoma.
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