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1. BEVEZETES

A SMARCBL1 (INI1, hSNF5, BAF47) klasszikus tumorszupresszor fehérje sejtmagi
hianya alapvetden két neoplazia, a malignus rhabdoid tumor (kdézel 100%-ban) és az
epithelioid sarcoma (koriilbeliill 90%-ban) karakterisztikus sajatsaga. Azonban mas
lagyrész daganatok, pl. a vese medullaris carcinoma, a myoepithelialis sarcoma, az
extraskeletalis myxoid chondrosarcoma ¢€s az epithelioid MPNST kisebb szazalékos aranya
is jellemezheté ezzel a nem funkcionald fehérjével. A malignus rhabdoid tumorok
tobbségében a SMARCBI1 fehérje inaktivitdsdnak hatterében mindig genetikai sériilés
(biallélikus delécid és/vagy mutacio) all, mig az epithelioid sarcoma (és tobbi
daganatféleség) esetén feltehetéleg epigenetikus szabalyozas a SMARCB1 funkcidvesztés
oka.

A SMARCB1 gén kédolja a SWI/SNF ATP-fiiggé kromatin atrendezéd komplex
kozponti alegységét. Ezen komplex a génexpresszid szabdlyozdsara képes azaltal, hogy
apparéatus szamara. Ugy tiinik, a SMARCB1 a Rb-cyclin D1 ttvonalban szerepelhet, bar a
fehérje specifikus funkcidjat a kiilonb6zé daganatok kialakuldsdban maig nem sikerdilt
tisztazni.

Az epithelioid sarcoma egy ismeretlen patogenezisii, agressziv viselkedésii lagyrész
daganat, mely tobbnyire fiatal felndtteket érint. Szovettanilag a rhabdoid jelleg gyakran
eléfordul,  féként a  proximalis  tipusi  epithelioid  sarcomdban,  ezért
differencidldiagnosztikdja a malignus rhabdoid tumorral szemben tovabbra is
nehézségekbe iitkozik. Szadmos kozleményben megjelent, hogy az epithelioid sarcoma
tumorok mintegy 90%-a immunfenotipusaban SMARCBI1 negativ. Ujabb tanulmanyok az
epithelioid sarcomdk minddssze 10%-aban mutattdk ki a SMARCBI sejtmagi

crer

crer

transzkripcionalis szabalyozasok okozhatjak a SMARCBI expresszidjanak hianyat.

Az epigenetikai szabalyozas a DNS metilaciojan vagy a kiilonb6z6 hiszton
modifikaciokon (acetilacio, metilacio, foszforilacid, ubikvitinacid, stb.) keresztiil
valésulhat meg. A géncsendesitésben szerepet jatszé Polycomb represszor fehérje
komplexek, valamint a microRNS-ek (miRNS) is az epigenetikai szabalyozas részének

tekinthetdek. A DNS metilacio funkcidja a kompakt kromoszomaszerkezet kialakitasa és a



transzkripcid gatldsa. Szamos sarcoma sejtvonalban és primer tumorban azonositottak
tulzott mértékben metilalt, specifikus géneket, beleértve a kulcsfontossdgu sejtciklus
szabalyz6 CDKNZ2A gént és masokat. A hiszton metilacio tekintetében a H3K27me3
metiltranszferaz EZH2 (Enhancer of zeste homologue 2) gyakran feliilszabalyozodik
kiilonféle tumorokban példaul limfomaban, de egyes lagyrész sarcomak, pl. synovialis
sarcoma esetében is. Az EZH2 overexpresszidja korrelaciét mutat az elérehaladott
daganatos progresszioval, a tumor agressziv viselkedésével ¢és elonytelen klinikai
kimenetelével.

A miRNS-ek tumorszupresszorok és protoonkogének poszttranszkripcids gatlasan
keresztiil szabalyozzak a jelatvitel és a sejtciklus folyamatait. Expressziojuk valtozéasa a
sejtosztodds  egyensulydnak  felboruldsdhoz,  fokozott  sejtproliferacidhoz  és

daganatképzdédéshez vezet.



2. CELKITUZES

Munkank sordn az epithelioid sarcoma kialakuldsdban szerepet jatsz6 genetikai és
epigenetikai tényezOk vizsgalatat tliztiik ki célul. Azt szerettiilk volna megéllapitani, vajon
milyen bioldgiai mechanizmus allhat a SMARCB1 tumorszupresszor gén expresszidjanak

eltinése mogott ebben a daganat tipusban.
F6bb kérdéseink, feltételezéseink a kovetkezok voltak:

A SMARCB1 gén mutacios statuszanak feltarasaval arra kerestiik a valaszt, vajon genetikai
karosodasok (kromoszéma deléciok, exon deléciok, intraexonikus aberraciok) tehetok-e

feleléssé a gén funkcidjanak hianyaért epithelioid sarcomaban.

Feltételeztiik, hogy a SMARCB1 gén promoterében 1évdé CpG szigetek hipermetilacidja

okozhatja a génexpresszio tapasztalt gatlasat.

Az EZH2 medialta hiszton metilacio esetleges szerepét az EZH2 és a H3K27me3

epigenetikai marker fehérje expressziojanak meghatarozasaval kivantuk vizsgalni.

Feltételeztiik, hogy miRNS-ek mint poszttranszkripcids szabalyozok felelések a SMARCB1
gén csendesitéséért. Ennek kideritéséhez célul tliztiik ki a gén 3’UTR-jét potencidlisan
felismerd6 miRNS-ek azonositasdt bioinformatikai modszerekkel. A lehetséges
patogenetikai szereppel bir6 miRNS-eket miRNS-expresszios vizsgalatokkal kivantuk
identifikalni. Az emelkedett expressziot mutatd miRNS-ek funkcionalis hatasat in vitro

szovettenyészeteken kivantuk vizsgélni.



3. MODSZEREK

3.1. Szévetmintak, immunhisztokémia

Vizsgalatainkhoz 0sszesen 36 epithelioid sarcomaban és két malignus rhabdoid
tumorban szenvedd beteg formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mintajat
hasznaltuk. A SMARCBI negativ epithelioid sarcoma eseteket immunhisztokémia
segitségével valogattuk ki. Az EZH2 expressziot és az EZH2 medialta H3K27 trimetilaciot

is immunhisztokémia modszerrel vizsgaltuk.

3.2. SMARCBI1 genetikai vizsgalatok

A Fluoreszcens In Situ Hibridizaciohoz (FISH) BCR/ABL transzlokacios probat
(Abbott Molecular) hasznaltunk, mivel a BCR proba a teljes 22q11.2 kromoszoéma régiot
lefedi, beleértve a BCR (22911.23) mellett a SMARCB1 (22q11.23) gén régiojat is. A
SMARCBL szekvenciak (9 exon) meghatarozasat a tisztitott PCR termékek direkt, mindkét

iranybol torténd szekvenalasaval végeztiik el.

3.3. Metilacié-specifikus PCR (MSP)

A legalabb egy intakt SMARCBI all¢lal rendelkezd epithelioid sarcomakbol izolalt

cres

metilacio specifikus és nem metilacio specifikus primerekkel végeztik el az MSP

vizsgélatot.



3.4. In silico miRNS target predikcio

A SMARCBL1 gént targetként felismeré miRNS-c¢k predikciojahoz a kovetkezd 6t
algoritmust hasznaltuk: MiRBase Target v5, MirTarget2, Targetscan 4.0, RNAhybrid és
Pita. A potencialis miRNS-ek koziil azokat részesitettiik elényben, amelyet mind az 6t

program vagy legalabb négy eclére jelzett.

3.5. SMARCBL1 génexpresszio vizsgalatok

Hét epithelioid sarcoma mintab6l SMARCB1 immunfestést kdvetden tumorsejteket
mikrodisszekaltunk PALM 1ézer mikrodisszekcios rendszer segitségével. A disszekalt
sejtekbdl, a teljes szoveti blokkokbdl és a miRNS transzfektalt sejtekbdl is RNS-t
izolaltunk. Valamennyi minta esetében reverz transzkripciot kovetd valos-ideji kvantitativ
PCR (g-RT-PCR) analizissel, a ACT modszert alkalmazva végeztik el a SMARCBI

MRNS-ének mennyiségi meghatarozasat.

3.6. miRNS expresszi6 vizsgalatok

A legalabb egy intakt SMARCBL alléllal rendelkez6 epithelioid sarcomakon g-RT-
PCR modszerrel végeztiik el a kdvetkez6 miRNS-ek expresszios analizisét: miR-1, miR-
206, miR-381, miR-502, miR-548a, miR-619, miR-671-5p és miR-765.

3.7. Sejtkultura és miRNS tranziens transzfekcio

Két huméan tumor (HT-1080 human fibrosarcoma ¢és Caco-2 human vastagbél
adenocarcinoma sejtvonalak) és egy normal, nem tumoros sejtvonalat (HDFa human bor

fibroblaszt sejtvonal) tenyésztettiink. A transzfekcios kisérletekhez sziikséges miRNS-eket
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Pre-miR™ miRNA Precursor molekuldk forméjaban (Ambion) szereztiink be. A
sejtvonalakat elektroporacioval transzfektaltuk a Neon™  transzfekcidés rendszer

(Invitrogen) segitségével.

3.8. SMARCBI fehérje expresszio

A transzfektans HDFa sejtekben immuncitokémia modszerével vizsgaltuk a

SMARCB1 csendesités fehérje expressziora gyakorolt hatasat.



4. EREDMENYEK

4.1. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az 0Osszegylijtott 36 epithelioid sarcoma koziil 20 (az esetek 56%-a) adddott
disztalis tipusunak, mig a fennmaradé 16 (az esetek 45%-a) proximalis tipusu volt.
SMARCBI immunhisztokémidval 31 tumor minta (az esetek 86%-a) esetén talaltuk a
sejtmagi reakci6 hianyat a daganatsejtekben, mig a tumort infiltralo limfocitak,
endotélsejtek és kornyezd normal szoveti elemek egyértelmiien SMARCBI1 pozitivnak
mutatkoztak. Az epithelioid sarcoma diagndzist a kovetkezé immunhisztokémiai reakciok
segitségével allapitottuk meg: diffiz vimentin pozitivitas, legalabb fokalisan erds keratin

(AE1/AE3) és/vagy EMA pozitivitas, S100 negativitds ¢s SMARCBI negativitas.

4.2. SMARCBI1 genetikai vizsgalatok

4.2.1. Fluoreszcens in situ hibridizacio

Ha mindkét SMARCBL allél deléciot szenvedne el a tumorsejtekben, akkor ezzel
magyarazhaté lenne a SMARCBI fehérje nuklearis expresszidjanak hianya. Azonban
minddsszesen négy SMARCBI1 negativ epithelioid sarcoma esetében talaltunk tn.
biallélikus vagyis mindkét SMARCB1 allélt érintd deléciot. Egyetlen SMARCBL1 allél
elvesztése 11 daganat esetében volt kimutathato. A fennmaradd 16 epithelioid sarcomaban
kromoszomalis eltérés FISH reakcioval nem volt detektalhatd. Poliszomiat, vagyis a
kromoszomak tobbszordzodését dsszesen Ot epithelioid sarcomdban taldltunk, melybdl egy

eset triszomiasnak, négy pedig tetraszomiasnak mutatkozott.



4.2.2. A SMARCBI gén szekvencia analizise

Azoknak az epithelioid sarcomaknak végeztik el a SMARCB1 gén szekvencia
analizisét, amelyekben FISH reakcioval nem volt kimutathaté a 22q11.2 kromoszdéma
régi6 biallélikus delécidja. Tehat osszesen 27 tumorminta SMARCB1 génjének 9 exonjat
PCR amplifikéltuk és direkt szekvenaltuk az esetleges mutaciok felderitése céljabol.
Minddssze két epithelioid sarcoméban talaltunk SMARCB1 mutécidt, az egyik tumorban a
gén 5-0s exonjaban egy 10 bazisparos duplikaciét (ATCCTAGCC), mig a masik
daganatban a gén 7-es exonjaban egy pontmuticiot (GGG>AGG) mutattunk ki. Mindkét
szekvencia eltérés olyan tumorban volt, amelyekben FISH reakcioval monoallélikus
deléciot talaltunk. Igy egyiittvéve a négy esettel, ami biallélikus deléciot mutatott FISH-sel,
Osszességében hat epithelioid sarcomar6l mondhato el, hogy benniik a SMARCB1

biallélikus delécidja/mutacidja talalhato.

4.2.3. A FISH eredmények validalasa

Az alkalmazott FISH proba nagyobb kromoszoma régiot fed at, mint egyetlen gén
régidja, ezért eléfordulhatott, hogy a kisebb delécidoktol meglététdl fliggetleniil a proba a
DNS-hez hibridizalni képes. Annak érdekében, hogy ezeknek a kisebb delécioknak (pl. a
gén egyes exonjainak teljes delécioi) a lehet6ségét kizarjuk és pusztan a tumorsejtek DNS-
ét vizsgaljuk, hataroztunk a 1ézer mikrokimetszést kovet6 PCR amplifikacio elvégzése
mellett. Ehhez harom epithelioid sarcoma esetet valasztottunk, melyek monoallélikus
delécioval birtak, valamint kettd olyan daganatot, melyek FISH vizsgalata allélvesztést
nem mutatott. Mindegyik mikrodisszekalt ¢és csak daganatsejteket tartalmazd minta
esetében sikeresen sokszoroztuk PCR modszerrel a SMARCB1 gén 9 exonjat. Az exonok
meglétét a PCR termékekrdl késziilt elektroforetikus gélkép alapjan azonositottuk, ezaltal a

biallélikus deléciok el6fordulasat a tumorsejtekben kizartnak vehettiik.



4.3. ASMARCB1 mRNS expresszids szintjének meghatarozasa

A SMARCB1 mRNS szintjének meghatarozasahoz elséként a teljes szoveti
blokkokbdl izolalt epithelioid sarcoma mintakat hasznaltuk. A kvantitativ valés-idejit PCR
eredményeként a kontroll majszovethez képest tobb mint a felére lecsokkent SMARCB1
expressziot tudtunk kimutatni a mintakban. Feltételeztiik, hogy a stroéma és mas normal
sejtek (limfocitak, fibroblasztok, endotélsejtek, stb.) jelenléte kontaminaciot okozhat a
génexpresszid mérése soran. Az eltéré normal és tumor szdvet aranyok kovetkeztében
kaptuk a kiilonb6z6 SMARCB1 mRNS szinteket. Emiatt dontottiink hét, legalabb egy intakt
SMARCBL1 allélal bir6 epithelioid sarcomab6l tumor és kontroll normal sejtek
immunfestést kovetd mikrodisszekcidja mellett. A csupan daganatos sejtek mintdiban
SMARCB1 mRNS expressziot nem detektaltunk, azonban a kontroll sejtekben a SMARCB1

transzkriptum meglétét igazolni tudtuk.

4.4. SMARCBLI epigenetikai vizsgalatok

Osszességében 25 SMARCBI negativ epithelioid sarcoma esetén nem talaltunk
biallélikus genetikai eltérést a SMARCB1 gént illetéen. Ezért az epigenetikai szabalyozd
folyamatok koziil elséként a SMARCB1 promoterének metilacidjat és majd az EZH2

fehérje expressziot és az EZH2 medialta H3K27 trimetilaciot vizsgaltuk meg.

4.4.1. SMARCBI1 promdter metildcio

A 25 biszulfit konvertalt epithelioid sarcoma DNS-ének metilacio-specifikus PCR
(MSP) vizsgalataval azt talaltuk, hogy a SMARCB1 gén promoterében nincsenek metilalt
citozinok, mivel a PCR-ek soran mindegyik daganat esetében kizarolag a nem metilacio

specifikus termékek amplifikalodtak.
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4.4.2. EZH?2 medialta H3K27 trimetilacio

Az EZH2 immunhisztokémiaval megallapitottuk, hogy az EZH2 overexpresszid
nem jellemz0 az epithelioid sarcomara. 25 daganat (69%) bizonyult EZH2 negativnak, a
fennmarado 11 eset (31%; kilenc proximalis és két disztalis tipus) pedig EZH2 pozitiv lett.
A H3K27me3 antitest, ami a kizarolag a hdromszorosan metilélt lizin oldallancot ismeri fel
a H3-as hisztonon szintén negativ immunhisztokémiai reakciét mutatott az 6sszes vizsgalt

epithelioid sarcoma minta tumorsejtjeiben.

4.4.3. A SMARCB1 mRNS-¢ célz6 miRNS-ek azonositasa

4.4.3.1. In silico target predikcio

Az ot target predikcids algoritmussal (lasd Modszerek fejezet) Osszesen 80
SMARCB1 specifikus miRNS-t azonositottunk. Ezek koziil egyetlen miRNS-t, a miR-206-
ot mindegyik algoritmus jelezte. Hét tovabbi miRNS-t (miR-1, miR-381, miR-502, miR-
548a, miR-619, miR-671-5p, miR-765) legalabb négy program azonositott. A fent
konkrétan megnevezett nyolc miRNS-t valasztottuk ki tovabbi kisérleteink

végrehajtasahoz.
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4.4.3.2. Target predikcids programokkal kivalasztott miRNS-ek expresszidja epithelioid

sarcomaban

Négy miRNS mutatott szignifikansan (p<0,001) magasabb expressziot a 25
epithelioid sarcoma mintaban (melyek legalabb egy genetikailag intakt SMARCBL alléllal
rendelkeztek) 0sszehasonlitva a harom kontroll csoport mintaival (két malignus rhabdoid
tumor, két SMARCBI1 pozitiv epithelioid sarcoma és harom SMARCBL1 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 expresszios szintje megegyezd vagy lecsokkent értékeket
mutatott az 0sszes csoportot tekintve. Ugyanakkor a miR-548a és a miR-619 nem voltak

detektalhatdak egyik fent emlitett szovettipusban sem.

4.4.4. A miRNS-ek hatasanak funkciondlis vizsgdlata sejttenyészetekben

4.4.4.1. A miR-206, miR-381, miR-671-5p és miR-765 géncsendesités hatasa a SMARCB1

génexpressziora

Annak igazolaséara, hogy az epithelioid sarcoméaban emelkedett expressziot mutatd
mMiRNS-ek funkcionalisan képesek szabalyozni a SMARCB1 génatiratok mennyiségét,
vagyis csendesiteni tudjak ezt a tumorszupresszort, HT-1080, Caco-2 ¢és HDFa
sejtvonalakat transzfektaltunk. A HT-1080 sejtekben a miR-206, miR-381 és miR-671-5p
altal kozvetitett csendesités rendre 34,27%-ra, 74,23%-ra és 72,45%-ra csokkentette le
szignifikansan (p<0,001) a SMARCB1 mRNS szintjét 24 ora elteltével. 48 orat kovetden a
mMiR-206 és a miR-671-5p szignifikansan csendesitették 54,15%-ra és 74,74%-ra az mRNS
szintet, a miR-381-nek nem volt szignifikans hatasa. A miR-206, miR-381 és miR-671-5p
transzfekci6o 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 szignifikansan (p<0,001 ¢és p<0,01) a
SMARCB1 mRNS szintjét. Meglepetésiinkre, a miR-765-nek nem taldltuk funkcionalis
hatdsat a sejtekben, pedig ez a miRNS mutatta a legmagasabb szintli expressziot az
epithelioid sarcomakban. A leghatékonyabb géncsendesité miRNS molekuldnak a miR-

206 bizonyult.
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A miR-206/381 és a miR-206/671-5p kombinaciok ugyan szignifikansan (p<0,001)
csokkentették 44,59%-ra és 35,47%-ra a SMARCBL1 génexpressziot, de a miR-206 altali
csendesités Oonmagaban hatékonyabbnak bizonyult a HDFa sejtvonalban. Vagyis a
miRNS-ek szinergisztikus csendesité funkcidjat kisérleti rendszeriinkben bizonyitani nem
tudtuk.

4.4.4.2. A miR-206, miR-381 és miR-671-5p géncsendesités hatasa a SMARCBI fehérje

expresszidjara

Az mRNS szinten leghatékonyabb SMARCB1 géncsendesitést kivaltdé harom
MIRNS (miR-206, miR-381 és miR-671-5p) SMARCBI fehérjére gyakorolt hatasat HDFa
sejtek transzfektalasdval, majd 24 és 48 ora utan a sejteken végzett immuncitokémidval
vizsgaltuk. SMARCBI intranuklearis negativitdssal rendelkezd sejteket a miR-206
transzfektansok, illetve a miR-206/671-5p és a miR-206/381 ko-transzfektansok 48 oras
kisérletei esetén figyelhettiink meg.

13



KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

Az epithelioid sarcomék tobbségére (81%) nem jellemezé a SMARCB1 tumorszupresszor
gén Dbiallélikus genetikai eltérése. Tovabba sem a gén promodter régidjanak
hipermetilacioja, sem az egyik leggyakoribb hiszton metilaciés mechanizmus, az EZH2
medialt H3K27 trimetilacio, sem az EZH2 gén tulfokozott mikodése nem felelds a

SMARCBLI transzkripcios gatlasaért.

A SMARCBI immunnegativ epithelioid sarcoma tumorsejtekben mRNS expresszié nem
kimutathat6, ezért poszt-transzlacios moddositdsok sem okozzdk a SMARCBI fehérje

hianyat.

A SMARCBL1 gén inaktivaciojanak okaként az RNS interferencia szerepe igazoldodott
epithelioid sarcomaban. Szignifikdnsan emelkedett expresszi6 taldlhatd a kovetkezd négy

miRNS esetében: miR-206, miR-381, miR-671-5p és miR-765.

A miR-206, miR-381 ¢és miR-671-5p, valamint ezen miRNS-ek kombinaciéi mutatnak

funkcionalis aktivitast a SMARCB1 gén csendesitésére.

A felfedezett epigenetikai szabalyozas egy Uj 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.

Eredményeink alapjan lehetdség van a malignus rhabdoid tumor és az epithelioid sarcoma

(féként a proximalis tipus) diagnosztikus elkiilonitésére.
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