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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC: egyedi szekvencia azonositdszam (,,accession number’)

ASC: zsirszOveti eredetli mezenchimalis Ossejtek (,,adipose tissue-derived mesenchymal

stem cells™)

BAF: ,,Brahma gene (BRM) or Brgl-associated factors”

Bcl2: ,,B-cell lymphoma 2” fehérje

bFGF: alap fibroblast novekedési faktor (,,fibroblast growth factor-basic™)
BSA: marha szérum-albumin (,,bovine serum albumin’)

CD117: ,,Stem cell growth factor receptor” vagy ,,cluster of differentiation 117~
cDNS: komplementer DNS

CMV: cytomegalovirus

DAB: 3-3’ diamino-benzidin

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

ddPCR: droplet digitalis polimeraz lancreakcid

DMEM-F12: ,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s Nutrient Mixture F12”
DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxiribonukleotid-trifoszfat

DSMZ: Német Mikroorganizmus ¢és Sejtkultura Gylijtemény (,,Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)

EMA: epithelialis membran antigén (,,epithelial membrane antigen™)
EMPNST: epithelioid malignus periférids ideghiively tumor

ES: epithelioid sarcoma

EZH2: ,,Enhancer of zeste homolog 2”

FAM: fluoreszcein amidit

FBS: foetalis borju szérum (,,fetal bovine serum”)



FFPE: formalin-fixalt, paraffinba agyazott (,,formalin-fixed paraffin embedded”)
GFP: zold fluoreszcens fehérje (,,green fluorescent protein™)

H3K27 Me3: H3-as hiszton 27-es lizinjének trimetilacidja

HRP: tormaperoxidaz (,,horseradish peroxidase™)

1ASC: immortalizalt ASC (,,immortalized ASC”)

H,0,: hidrogén-peroxid

HA: haemagglutinin

HIV: human immundeficiencia virus
HMGAZ2: ,,High Mobility Group AT-hook 2”
HT-1080: ,,human epithelioid fibrosarcoma cells”

HUGQO: ,,Human Genome Organisation”

INII: ,,Integrase Interactor 1~

miRNA: , micro RNA”

miRNS: mikroRNS

MRB: mérhet6 rezidualis betegség

mRNS: messenger RNS

MRT: malignus rhabdoid tumor

PBAF: ,,Polybromo Brahma gene (BRM) or Brgl-associated factors”

pCMV6-MIR: CMV promoterrel ellatott miRNS prekurzor kifejezésére alkalmas vektor
PCR: polimeraz lancreakcio

PRC2: ,,Polycomb repressor complex 2”

pri-miRNS: primer miRNS

PVDF: polivinilidén-fluorid

g-RT-PCR: kvantitativ valos-idejlii polimeraz lancreakcio

RNS: ribonukleinsav



SCID: stlyos kombinalt immundefektus (,,severe combined immunodeficiency”)

SMARCBI: ,,SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of

chromatin, subfamily b, member1”
SNFS5: ,,Sucrose non-fermenting 5”

SS-iASC: SS18-SSX1 fuzios gént kifejezé immortalizalt zsirszoveti eredetii
mezenchimalis 6ssejt (,,SS18-SSX1 carrying immortalized ASCs”)

STR: révid tandem ismétlédo szekvencia (,,short tandem repeat™)

TLE1: ,, Transducin-like enhancer of split 1”



1. BEVEZETES

1.1. Synovialis sarcoma

A synovialis sarcomarol (SS) szo6lo irodalmi adatok egészen 1865-ig nyulnak
vissza, amikor a német Simon egy 46 éves férfi térdében operdlt egy sima felszind,
kocsanyos daganatot, mig maga a synovialis sarcoma elnevezés 1934-ben keriilt be a

medicinaba (1).

A SS a harmadik leggyakoribb malignus lagyrész daganat és a bizonytalan
szoveti differenciaciot mutatd lagyrésztumorok csoportjaba tartozik. Testszerte barhol,
barmilyen ¢letkorban kialakulhat, azonban tinédzserek, valamint fiatal felndttek
gyakrabban érintettek. A daganat igen rossz prognozisu, az esetek 80%-aban a
végtagokon alakul ki, altalaban 3-10 cm atméréji, besziiri a kdrnyezd lagyrészeket és
gyakran kapcsolodik inakhoz, valamint ér- és idegképletekhez (1-4). Noha a daganatot
gyakran iziiletek kornyezetében diagnosztizaljak, sejtjei nem a synoviumbol

eredeztethetdk (5).

A tumor az esetek felében lokalisan kitjul (6), valamint a betegek 10-15%-aban
hajlamos a véraram utjan attéteket képezni, leggyakrabban a tiidoben €s a csontokban.
Ritkabban a regionalis nyirokcsomok is érintettek lehetnek (7, 8). SS diagnozisa esetén
a legfontosabb prognosztikai faktorok a tumorméret, a grade, a beteg életkora és a
tumormentes sebészi szélek (9). A legjobb kimenetelre gyermekkorban lehet szamitani,
ha a tumor kisebb, mint 5 cm, kevesebb, mint 10 mitdzis figyelhetd meg 10 nagy
nagyitasu latotérben, nincs necrosis €és a tumor lokalisan az épben tavolithat6 el (10-12).

Az 5 éves tulélés 60-80%-ra tehetd, mig a 10 éves talélés 40-50% (13).

A SS kezelése magaban foglalja a sebészi, kemo-és/vagy radioterapiat, mely
nagyban fiigg a stadiumtol és a prognosztikai faktoroktol. A nem metastatizalo,
felszines, kis daganatokat a végtagokon 4ltaldban csak sebészi Uton kezelik széles
kimetszést alkalmazva, mig a nagyobb, mélyebben elhelyezkedé tumoroknal ezt

kiegészitik sugarterapiaval, illetve az elérehaladott betegség esetén kemoterapiaval (14).

A SS epithelialis és/vagy mezenchimalis irdnyt differenciaciét mutat (3).
Szovettanilag 2 csoportja kiillonboztetendd meg: monofazisos és bifazisos (15). A
monofazisos SS altaldban csak orsosejtekbdl all, a bifazisos alcsoport az orsosejtek

mellett epithelialis jellegli sejtfészkeket is tartalmaz (1. dbra). A monofazisos csoporton
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beliil elkiilonithetd egy alacsonyan differencialt forma, mely egy kifejezetten sejtdis
daganat, nagy szamu mitozissal, kifejezett necrosissal és cellularis atypidval. Az
orsosejtek kotegekbe rendezddnek, egyformak, kicsik, ovalis, halvanyan festddé maggal
rendelkeznek. Az epithelialis komponens magjai szintén ovalisak, bdséges citoplazmat
tartalmaznak, gyakran fészkekbe, kotegekbe rendezdédnek és mirigyre emlékeztetd

struktarakat formalnak (15, 16).

Immunfenotipusukat tekintve a SS tobb, mint 90%-ban expresszilja a
cytokeratint. Monofazisos SS-ban a cytokeratin fokalisan, elszértan egy-egy sejtben,
vagy az orsosejtek alkotta kotegekben, egyes sejtcsoportokban pozitiv, mig bifazisos
SS-ban az epithelialis komponens mindig pozitiv. Emellett EMA pozitivitas is lathato,
mely néha a keratin pozitivitasndl is kifejezettebb lehet. A daganatot diffuz, erds magi
TLEI1 és B-catenin festddés mellett diffiz Bcl2 pozitivitds €s 60%-ban CD99 festddés
jellemzi. A mezenchimalis markerek koziil az S100 30%-ban pozitiv, mig desmin
negativ. A CD34 szintén negativ a tumorsejtekben (14, 17-19) (2. abra). A SS a
csokkent SMARCBI1 expresszidt mutatd daganatok kozé tartozik. Kohashi és
munkatarsai Osszesen 95 SS-bdl szarmazdé mintat vizsgaltak és kimutattadk, hogy a
tumorok ~70%-éban csokkent a SMARCBI1 fehérje expresszid (20). Kadoch ¢és
Crabtree feltartak, hogy ennek hatterében a SS-ra jellemz6é SSI18-SSX fuzios

transzkriptum megvaltozott miikodése allhat (21).

Munkacsoportunk tovabb vizsgalta a fehérjecsokkenés hatterét és felfedte, hogy
bifazisos synovialis sarcomaban az epithelialis komponens sejtjei megtartott
SMARCBI expresszidot mutatnak, mig az orsdsejtek igen gyengén és/vagy negativan
festddnek (4. dbra), melynek hatterében a miR-206, miR-381 és miR-671-5p miRNS-ek

overexpressziodja all (22) (3. ébra).



1. Abra: Monofazisos (A; 20x nagyitis) és bifazisos (B; 20x nagyitas) synovialis

sarcoma HE (hematoxilin-eozin) festett képe.




2. Abra: Synovialis sarcoma jellegzetes immunhisztokémiai festddése: cytokeratin (A),
TLE1 (B), EMA (C), B-catenin (D), Bel2 (E), CD99 (F), S100 (G) és CD34 (H)

immunhisztokémiai reakciok (4 x nagyitas).

3. Abra: Bifizisos synovialis sarcoma HE festett (A; 20x nagyitds) és SMARCBI
immunhisztokémiai képe (B; 20x nagyitas). Jol latszik az orsosejtek negativ (fekete

nyil) és az epithelsejtek pozitiv (kék nyil) festédése.

A kizarélag SS-ra jellemzd specifikus SS78-SSX transzlokaciot Clark irta le
elészor 1994-ben (23). Azodta a transzlokéacio fluoreszcens in situ hibridizacidval
(FISH), valamint a fizids géntermék kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcidval
(q-RT-PCR) torténd kimutatdsa a hagyomanyos immunhisztokémiai festések mellett a
diagnozisalkotas részét képezi (24). A 18-as kromoszoéman 1évé SSI8 (SYT) gén az
esetek kétharmadaban az X kromoszoman lokalizalt SSX7, egyharmadaban az SSX2 és
ritkdn az SSX4 génnel fuzional (4. dbra) (25). A 1étrejovo kimérikus génrdl keletkezd

kimérikus fehérjében az SS18 fehérje C-terminalisan elhelyezkedd 8 aminosava keriil az
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SSX fehérje C-terminalisan 1évé 78 aminosava mellé (23, 26, 27). Habar az igy 1étrejott
kimérikus gén terméke transzkripciot aktivalo és represszalo tulajdonsagokkal egyarant
rendelkezik, DNS-k6t6 domén hianyaban mégsem tud kozvetleniil a DNS-hez kétddni
(28). Az SS18 SNH doménje révén a SWI/SNF kromatin-atrendez6 komplex-szel kertil
kapcsolatba és képes eldsegiteni a transzkripcios aktivacidt, mig az SSX az SSXRD
doménjén keresztil az EZH2-h6z kapcsolodik, és ilyen mddon a transzkripcios

repressziora van hatassal (12, 13, 29).

§8X1 SS18 SS18

SSX4 SSX1 8818 4
SSX2 SSX2 =

5518

4. Abra: A synovialis sarcoma jellemz6 transzlokacioi. A bal oldali két kromoszéma az
intakt X (sarga) és 18-as (lila) kromoszémakat &brazolja, mig a jobb oldali harom a
kromoszomatorés és fuzid utani SS18-SSX1, SS18-SSX2 és SS18-SSX4 kimérikus

kromoszomakat jeloli (14).

A synovialis sarcoma kialakulasanak hatterében a fuzids génnek tulajdonitottak
szerepet (30). Cadoch és Crabtree felfedezték, hogy a vad tipusa (WT) SS18 fehérje a
BAF-komplex igen stabil alegysége. Ha az SS18 fuzional az SSX-szel, akkor a
keletkezd SS18-SSX fehérje kotddik a komplex-hez és kiszoritja onnan a WT SS18 és a
tumorszuppresszor SMARCBI1 molekuldkat. Ezek athelyezOdnek és a SMARCBI
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proteoszomalis degradacion megy keresztiil. Az igy kialakult megvaltozott komplex
kotédik a Sox2-hoz €s megsziinteti a H3K27 Me3 repressziot, ezaltal a Sox2 aktivalodik
¢és beindul a proliferacié (21). Munkacsoportunk azonban emellett a miR-206, miR-381
¢s miR-671-5p miRNS-eknek is fontos szerepet tulajdonit a fehérjecsokkenés
kialakitasaban tekintettel arra, hogy bifazisos SS szdvetben ugyan a fizidés gén minden
sejtben expresszalodik, a SMARCBI fehérje kifejezddése ennek ellenére csak az

orsosejtekben figyelhetd meg (22) (3. abra).

1.2. A SMARCBI gén és szerepe a SWI/SNF kromatin-atrendezo komplexben

1.2.1. A SMARCBI gén nevezéktana

Felfedezése 6ta a SMARCBI génnek 4 elnevezése ismert. Eloszor szacharoz
erjesztésre képtelen élesztében azonositottak és az SNF5 (Sucrose non- fermenting gene
number 5) névvel illették (31). Ezutan kovetkezett a human homoldg azonositasa, ami a
HIV (human immundeficiencia virus) integraz fehérjével valé kolcsonhatasa miatt kapta
az INI1 (Integrase Interactor 1) nevet (32). Idokozben kideriilt, hogy a fehérje a
SWI/SNF kromatin-atrendezé komplex tagja (33), ezért napjainkban a HUGO (Human
Genome Organisation) SMARCBI (SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-
dependent regulator of chromatin, subfamily B, member 1) néven tartja szamon (34). Ez
utobbi elnevezés utal a gén funkciondlis szerepére is. Emellett szintén elterjedt a BAF47
név, amelyben a BAF a ’Brahma gene (BRM) or Brgl-associated factors’ név
roviditése, a 47-es szdm pedig a génrdl kifejez6dd fehérje tomegére utal, ami 47 kDa
(34). Ez az elnevezés inkdbb a génrdl kodolt fehérje tulajdonsagaival hozhato
Osszefiiggésbe. Jelen értekezésben a HUGO altal elfogadott €s hivatalos SMARCBI

nevet hasznaljuk.

1.2.2. A SMARCBI gén elhelyezkedése a SWI/SNF kromatin-atrendez6 komplexben

crer

helyezkedik el (35), és a SWI/SNF ATP-fliggd kromatin-atrendez6 komplex kdzponti

alegységét kodolja (36). A SWI/SNF kromatin-atrendez6 komplex kozponti és

variabilis fehérje alegységekbdl épiil fel (5. abra). Elobbieket egy ATP-4z alegység
12



(BRM vagy Brgl) és 3 f6 alegység (BAF155, BAF170 és BAF47) alkotja. A variabilis
alegységek (BAF53A/B, BAF60A/B/C, BAF57, BAF45A/B/C/D, BAF250A/B,
BAF200, BAF180, BRD7) Osszetételét mindig az adott sejttipus hatarozza meg (37). A
SWI/SNF kromatin-atrendez6é komplex ATP energidjanak felhasznaldsa révén képes a

nukleoszémak athelyezésére, ezaltal a génexpresszid szabalyozéasara (36).

BAF53A/B BRG1/BRM BAF53A/B BRG1/BRM

BAF155 BAF170 BAF155 BAF170

BAF PBAF

5. Abra: A SWI/SNF kromatin-atrendezd komplex. Piros szinnel a kozponti
alegységeket, kékkel a variabilis alegységeket jeloltiik. A sarga domének az interaktiv
alegységek, melyek Osszetétele alapjan két fO varians ismert: a BAF és a PBAF

(Polybromo BAF). (Kalimuthu SN és munkatarsai alapjan modositva (37)).

1.2.3. A SMARCBI gén funkcioi

A normdl sejtek a SMARCBI gént allanddan kifejezik (38). Egérben a
homozigota SMARCB-deficiencia korai embrionalis elhaldst okoz, mig a heterozigota
SMARCBI-deficiencia az ¢let korai szakaszdban (5. hét) agressziv tumorok
kialakulasdhoz vezet, melyek szdvettanilag a humén rhabdoid tumorokra emlékeztetnek
(39, 40). A SMARCBI kiesés fenti hatasai igen gyorsan kialakulnak, 0sszehasonlitva
egyeb tumorszuppresszorok kiesésével. Példaul a p53 vesztés 20 hetes korban, a p19A4rf
inaktivacié a 38. hétben, a pl6INK4a vesztés 60 hetes korban okoz daganatot (34, 41).
A génvesztés okozta rapid elhalalozas és tumorképzés teszi a SMARCBI gént erds
tumorszuppresszorra (34, 41). Tébb munkacsoport is feltételezte, hogy a SMARCBI
vesztésnek koszonhetéen a sejtekben DNS-mutaciok és kromoszoma-instabilitas
halmozodik fel, azonban kideriilt, hogy a génvesztés nem jar a DNS-hibajavitas
karosodasaval, s6t igen ritka, hogy a SMARCBI vesztésen kiviil egyéb mutaciok is jelen

legyenek a daganatokban (42-45). Ezekbdl arra kovetkeztettek, hogy a SMARCBI
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vesztés okozta tumorképzddés €s fokozott progresszid a transzkripcids szabalyozason

keresztiil epigenetikai modositasok révén kovetkezik be (34, 42-45).

A SMARCBI szerepe a SWI/SNF kromatin-atrendezé komplexben nem teljesen
tisztazott (46-48). Szamos interakciot irtak le a SMARCBI1 ¢és kiilonféle jelatviteli

utvonalak kozott. Az aldbbiakban réviden Osszefoglaljuk a gén jelenleg ismert

funkcioit.

A SMARCBI aktivalja a p16/Rb ttvonalat, a hiszton deacetilaz direkt kotésével
represszalja a Cyclin D1 (CCNDI) transzkripciot €és gatolja interakcidjat a ciklin-
dependens kinaz 4/6-tal (CDK4/6). Igy a Retinoblastoma (Rb) hipofoszforilalédik,
valamint a pl6INK4a (p16) indukélodik. Az egész folyamat eredményeként a sejtek
GO0/G1 fazisban maradnak (49-51).

A SMARCBI gatolja a sonic hedgehog (SHh) utvonalat, melynek fontos szerepe
van az egyedfejlédés szabalyozasdban. A SMARCBI1 kozvetleniil gatolja a GLI-1
(glioma-asszocialt onkogén homolog 1) transzkripcidt, igy csokkent mennyiségli célgén

keriil atirasra (34).

A SMARCBI kulcsszerepet tolt be a Wnt/B-catenin utvonal szabalyozasaban is.
A gén vesztése a Wnt utvonal aberrans aktivalasdhoz vezet, ami fokozott proliferaciot

eredményez (34, 52). Emellett fontos szerepet jatszik a c-Myc (53, 54) és az Aurora A

crer

A fentiek mellett a SMARCBI1 a Polycomb utvonal fehérjéivel is kapcsolatban
all (56, 57). Az EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) hiszton-metiltranszferaz a PRC2
(Polycomb repressive complex 2) komplex katalitikus alegységeként ismert. Ez a
komplex felelés a H3-as hiszton 27-es lizin oldallancanak trimetilacidjaért (H3K27
Me3), ami kdzponti szerepet jatszik az epigenetikai géncsendesitésben és az onkogén
transzformécioban (57, 58). Ezzel ellentétben a SMARCB1 a SWI/SNF kromatin-
atrendezd komplex-szel kozvetetten ugyanezen hiszton acetilaciojaért felelds, ezaltal a
A PRC2 antagonizdl a SMARCBI1-gyel ¢és azt inaktivdlva az emelkedd EZH2
expresszio miatt fokozddik a H3K27 trimetilacio, ezaltal a tumorszuppresszor gének
kifejezodése csokken. SMARCBI kiesés esetében a fenti egyensuly megbomlik ¢€s
eltolédik az EZH2 javéra, beinditva ezzel az onkogén transzformaciot (56, 57, 59).

Osszefoglalva a fentieket a SMARCB1 a genom stabilitasanak ellendrzését végzi, a
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sejtciklus  progresszidjat szabdlyozza, tumorszuppresszor hatdsat a transzkripcid

crcr

1.2.4. A SMARCBI-deficiens tumorok

A SMARCBI génfunkcid elvesztése a malignus rhabdoid tumorokban (MRT)
valt ismertté (35, 60). Ezek az agressziv daganatok fiatal gyermekkorban alakulnak ki a
kozponti idegrendszerben, a vesében vagy a lagyrészekben (61). A MRT mellett szamos
mas daganattipusban is igazoltdk a SMARCBI deficienciajat, mint példaul epithelioid
sarcomaban (ES), vese medullaris carcinomaban, epithelioid malignus periférias
ideghiively tumorban (EMPNST), myoepithelialis carcinoméban, extrasceletalis myxoid
chondrosarcoméban és alacsonyan differencialt chordomakban (38, 62). A SMARCBI-
deficiens tumorokat jelenleg 3 nagy csoportba soroljuk az aberrans SMARCBI fehérje
expresszioja alapjan: az expresszid teljes hidnyat mutatok, a mozaikos expressziot

mutatok és a csokkent expressziot mutatok (1. tablazat).

1. Tablazat: A SMARCBI-deficiens tumorok

Teljes vesztés Mozaikos expresszid Csokkent expressziod

Malignus rhabdoid tumor

Epithelioid sarcoma Schwannomatosis
Vese medullaris carcinoma
EMPNST
GIST Synovialis sarcoma

Myoepithelialis carcinoma
Extraskeletalis myxoid
Alacsonyan differenciélt chondrosarcoma
chordoma Osszifikalo fibromyxoid tumor

Az expresszi6 teljes hidnya a MRT-ok 98%-aban, a vese medullaris carcinomak
100%-aban kimutathatd (38). MRT esetén a SMARCBI kiesése a biallélikus
génkarosodas (deléciok és/vagy inaktivacids mutaciok) miatt alakul ki (63-65). ES-ban
a proximadlis tipusu daganatok 76-100%-aban, mig a konvenciondlis tipusnal 81-93%-
ban vész el a SMARCBI1 expresszio (66-70). ES-ban a SMARCBI1 kiesés hatterében
kisebb szazalékban (~19%) mutathat6 ki a gén biallélikus mutacidja, a fehérjevesztést
gyakran a SMARCBI mRNS-ének miRNS-ek altali csendesitése okozza (71, 72). Ez
utobbi megfigyelésiinket munkacsoportunk korabbi tranziens miR-206 transzfekcios

kisérletei is alatamasztottak: a transzfektalt Caco2, HT-1080 és HDFa sejtvonalakban
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24 oraval a transzfekciot kovetden szignifikansan csokkent a SMARCBI mRNS
expresszio, illetve a HDFa sejtekben a SMARCBI1 fehérje expresszio is lényeges
csokkenést mutatott (71).

A mozaikos SMARCBI expresszidt mutatd csoportba tartoz6 daganatok koziil a
schwannomatosisok nagy része (55-93%) fokuszokban mutat csokkent expressziot,
egyes magokban nincs fehérje expresszié, masokban van (73). Az esetek dontd
tobbségében a hattérben a gén missense mutacioi allnak, melynek koszonhetéen a
kifejez6d6 fehérje aktivitasa eltér a normalistol (74). Gastrointestinalis stromalis
tumorokan (GIST) az esetek felében lathaté mozaikos SMARCBI expresszio (75), amit

a 22-es kromoszoma teljes hosszu karjanak elvesztése okozhat (76).

A csokkent expressziot mutatd csoportba az 1.1. fejezetben targyalt synovialis
sarcoma tartozik. A SMARCBI fehérje csokkent expressziojat Kohahsi és munkatarsai
mutattak ki eldszor (20), majd Kadoch és Crabtree vizsgaltak ennek lehetséges hatterét

@1).

1.3. Epigenetikai szabalyozo mechanizmusok

A genomban kodolt genetikai informacié megfeleld kifejezoddéséhez
epigenetikai szabalyozd mechanizmusokra van sziikség. Az utobbi években egyre tobb
informécioval rendelkeziink ezekrdl a folyamatokrol, mivel a normal egyedfejlédés és a
kromoszémak szerkezetének kialakitdsa mellett fontos szerepet toltenek be a

tumorképzddésben is (77, 78).

Az epigenetikai szabalyozd mechanizmusok kozé a kiilonbdzd tipust hiszton
modifikaciok, a DNS metilacio, a kromatin-atrendezdédés ¢és a nem kodold RNS

szakaszok altal végrehajtott médositasok tartoznak (79).

1.3.1. Hiszton modifikacio

A sejtmagban a DNS ugynevezett hiszton fehérjék koré csavarodva
nukleoszémakat képez, melyek tovabbi kompaktalodast kdvetden kromatint alkotnak. A
hiszton fehérjék DNS-sel és mas magi fehérjékkel valo kolcsonhatasa poszt-transzlacios
modositasok révén befolyasolhatd. Ezek lehetnek tobbek kozott metilaciok, acetilaciok,
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foszforilaciok. (80). A modositasok specidlis aminosavakon torténnek, tobbnyire az N-
terminalison elhelyezkedd lizinen, hisztidinen és argininen. A hiszton metilacié hatasara
a hisztonok erdsebben kotddnek a DNS-hez, igy az érintett DNS szakaszrél nem
torténik transzkripcid, vagy gyengébb kapcsolddasuk révén nd a transzkripciods
aktivitas. Ez attol fiigg, hogy milyen hisztonon kovetkezik be a metilacio6 (81, 82). A H3
lizin4 (H3K4; H3 hiszton alegység 4. pozicidjaban 1évo lizin), a H3 lizin36 (H3K36) és
a H3 lizin79 (H3K79) metilacid a génatirds fokozddasat, mig a H3 lizin9 (H3K9), a H3
lizin27 (H3K27) és a H4 1izin20 (H4K20) metilacio a génatirds csokkenését okozza (81,
82). A metilacid reverzibilis folyamata sordn a specifikus hiszton-metiltranszferaz az
aminosavak hidrogénjeit 1, 2 vagy 3 metilgyokre cseréli (83). Szdmos huméan
expressziojuk modosulasat (57). Példa erre a 3.1.3. fejezetben mar emlitett H3K27
trimetilaciot végzé EZH2 metiltranszferdz. Synovialis sarcomaban az EZH2
feliilszabalyozodik, expresszidja megnd, és pozitiv korrelaciot mutat a daganatos
progresszioval, valamint az el6nytelen klinikai kimenetellel (84). A masik széleskoriien
tanulmanyozott hiszton modifikadciés mechanizmus a hiszton acetildcio. A folyamat
soran a pozitiv toltésli hisztonok a hiszton-acetilazok révén negativ toltésiivé valnak
ezaltal a hiszton DNS-hez valé affinitdsa csokken, igy a DNS szabadda valik a

transzkripcids faktorok és enzimek szamara (85, 86).

1.3.2. DNS metilécié

A DNS metilacid6 a génexpresszid szabalyozas egy masik lehetséges

mechanizmusa. A DNS metilaciot DNS-metiltranszferdz enzimek végzik nagyrészt a

crer

helyezkednek el. Normal sejtekben az egyik példdja ennek az X-kromoszdéma

inaktivaciéért felelés CpG metilacio (87). Tumorsejtekben leggyakrabban a

crer

tumorszuppresszor funkcidjanak elvesztéséhez vezet (88).

1.3.3. mikroRNS-ek (miRNS-ek)
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A nem kodolé RNS-ek (noncoding RNA; nc-RNA) transzlaciora nem keriild
atirt RNS szakaszok (89). Csoportositasuk méretiik alapjan lehetséges hossza (200 bp
feletti) €s rovid (200 bp alatti) nem kodoldé RNS-ekre. Az utébbi idében deriilt fény arra,
hogy ezek a nukleinsav szakaszok a normal egyedfejlodésben és a betegségekben
egyarant fontosak (90). A rovid nem kodoldé RNS-ek kozé tartoznak az RNS-
interferencidért felelds miRNS-ek és siRNS-ek (small interfering RNA).
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1.3.3.1. A miRNS-ek keletkezése, érése

A miRNS-ek 16-29 nukleotid hosszl, nem kodolod, egyszalu RNS molekuldk,
melyek funkcidjukkal a génexpresszid poszt-transzkripciondlis szabalyozasat teszik
lehetévé. A miRNS gének fehérjét kodold gének intronjaiban vagy intergénikusan,
egyedi génként fordulnak elé (91). Atirasukat az RNS polimeraz Il enzim végzi.
Kialakulasuk soran eldszor mintegy 1 kb nagysagu duplaszalu elsédleges, vagyis primer
miRNS (pri-miRNS) keletkezik a sejtmagban, mely a Drosha RNéz III hasitasara
rovidebb, szintén duplaszala hurkos prekurzor miRNS-s¢ (pre-miRNS) alakul. Ezutan a
pre-miRNS az Exportin-5 magi membranfehérjén keresztiil a citoplazmaba keriil. Itt a
Dicer endonukleaz hasitja és az igy létrejové kétszala RNS egy helikdz enzim
segitségével egyszaluva valik. Végiil a RISC-komplexbe (RNS induced silencing
complex) keriilve tolti be specifikus szerepét az mRNS represszioban vagy hasitasban

(6. abra) (92).

) SEJ TMAG mRNS lebomlas vagy transzlacié gatlasa
NIV N \
J" d“l" aﬂ"" <|'||) N\
o 3N\ 5" CcélmRNS
RNS Pol i JJJJ
Pr-miRNS Kotédés a cél mRNS-hez I
Drosha
Pre-miRNS / vl Erett miRNS
\ Helikaz
- Dicer

Exportin 5

6. Abra: A miRNS-ek keletkezésének vézlata.
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1.3.3.2. miRNS-ek a tumorképzodésben

A miRNS-ek 1993-as felfedezése ota kideriilt, hogy mikddésiik a legtobb
daganatban zavart szenved (93). A miRNS-ek onkomiRNS-ként (onkomiR) és
szuppresszor mMiRNS-ként (szuppresszor miR) funkcionalhatnak a kiilénb6zo
daganatokban. Az  onkomiR-ek  4ltalanossagban  overexpresszaltak,  igy
tumorszuppresszor gének mRNS-ét tudjak represszalni, hasitani. A szuppresszor miR-
ek alulexpresszaltak a tumorokban, ezaltal az onkogének transzlacioja végbemehet (94).
Ha az onkomiR-eket gatoljuk, vagy a szuppresszor miR-eket stimulaljuk, akkor a
tumorsejtek proliferacioja, a metastasis képzés csokken, a tulélés javul (95). A miRNS-
ek egyszerre tobb szdz protoonkogén és tumorszuppresszor célpontot szabalyozhatnak,
igy a daganatokban betoltott szerepiik pontos tisztazdsdhoz kiemelten fontos a
célpontok bioldgiai funkcidjanak ismerete (93). A miRNS-ek amellett, hogy a
tumorképzddés pontos mechanizmusanak megértését eldsegithetik, biomarkerként is
alkalmazhatok egyes daganattipusokban, mely 4&ltal pontosithaté a diagndzis és

kovetkeztetni lehet a prognézisra (96, 97).

1.3.3.3. A miR-206

A miR-206 a myomiR-ek csalddjaba tartoz6 miRNS. Ezek a miRNS-ek
elengedhetetlenek a normal vaz-és szivizom fejlodéséhez, de szerepiik van az idegek,
agyi struktardk, zsir-és immunsejtek kialakuldsdban is (98). A miR-206 bizonyos
daganatokban  (rhabdomyosarcoma, osteosarcoma, chondrosarcoma, emlorak,
melanoma, tlidérdk) szuppresszor miR-ként (99-104), mig epithelioid sarcomdban,
synovialis sarcomdban és mas SMARCBI-deficiens lagyrész daganatokban onkomiR-
ként funkcional (22, 71), tehat bioldgiai miikddése a tumor mikrokdrnyezet jelentds

befolyasa alatt 4ll.

A miR-206 szamos célgénjét azonositottak az utobbi idészakban (105, 106).
Ilyen példaul a SMARCBI1 gén, amit a miR-206 in vitro tranziens transzfekciot kovetden
24 ¢és 48 oraval mind mRNS, mind fehérje szinten csendesitett (71). A SMARCBI
mellett az ACTL6A, a CCNDI1, a POLAI, a NOTCH3, a MET és a G6PD is a miR-206
célgénjei kozé tartoznak. Az alabbiakban roviden Osszefoglaljuk a felsorolt gének

szakirodalombdl ismert funkcioit. Az ACTL6A, vagy mas néven BAF53A a SWI/SNF

20



kromatin-atrendez0 komplex variabilis alegységét kodolja és mint onkogén irtdk le
rhabdomyosarcoméaban (99). A CCNDI szintén onkogén ¢és a sejtciklusban a Gl
fazisbol S fazisba valé atjutast segiti a CDK4/6 molekulaval komplexet alkotva (107). A
POLAI gén kbédolja a DNS polimeraz al pl80 alegységét (108). A NOTCH3
onkogénként fontos szerepet jatszik a NOTCH jeldtviteli tGtvonalban ¢és
overexpresszalodik szdmos daganatban (109). A MET mint protoonkogén a Met tirozin-
A G6PD a glukoz-6-foszfat dehidrogenazt kodolja és a pentoz-foszfat utvonalon a
nukleinsavszintézisben elengedhetetlen jelentéségi NADPH-t ¢és riboz-5-foszfatot
termel. Tumorokban onkogénként funkciondl, aktivitdsa emelkedik, példaul egér
embrionalis fibroblasztokba transzfektalva, majd a sejteket egerekbe oltva
fibrosarcomat formal (111). A SNAII nem kdzvetlen célpontja a miR-206-nak, azonban
az epithelialis mezenchimadlis tranzicié (EMT) egyik fontos markere. EMT esetén az
epithelialis sejtek mezenchimalis sejtekké differencialodnak, melyet a SNAII expresszio
novekedése ¢és az E-Cadherin expresszid csokkenése jelez, és ugyanigy forditva a

mezenchimalis epithelialis tranzicid esetén (112).

1.4. Fuzios transzkriptumok mint likvid biopszids markerek lagyrész daganatokban

A ’likvid biopszia’ elnevezés barmely testfolyadékbol (vérbdl, vizeletbdl,
nyalbol, stb.) torténd mintavételt jelent, s egy kevéssé invaziv, konnyen kivitelezhetd
modszerként all rendelkezésre a klinikailag hozzaférhetetlen daganatok esetén. A
felsorolt testfolyadékokban a daganatbol kikeriilé keringd sejtmentes nukleinsavak,
illetve szabadon keringd tumorsejtek talalhatok, melyek magas érzékenységi
molekuléris technolégidk segitségével detektalhatok. A véraramba keriild, szabadon
keringé molekuldk lehetnek exoszoméaba csomagolt nukleinsavak, lipidek, fehérjék,
6nallo6 DNS vagy RNS darabok, miRNS-ek, hosszii nem kdédolé RNS-ek. A likvid
biopszia modszere napjainkban népszerli eszkozévé valt a terapids hatékonysag
kovetésének, illetve az esetleges mérhetd rezidualis betegség (MRB) kimutatasanak

(113).

Periférids vérbol mar szamos szolid daganat (tiidorak, vastagbélrak, stb.) esetén
mutattak ki tumor eredeti szabad nukleinsavakat és szabadon keringd tumorsejteket

(114, 115), azonban a csont- és lagyrésztumorok tekintetében idaig dontden a Ewing
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sarcomat tanulméanyoztdk (116, 117). A fuzids géntermék vérbdl torténd kimutatisa a
visszatérd transzlokaciokat hordozo sarcomdk esetén megbizhaté markere lehet a
keringd tumorsejtek €s szabad nukleinsavak detektalasdnak, mint azt a Ewing sarcoma

esete is mutatja (118).

A szakirodalom 0Osszesen 2 beteget emlit, akiket synovialis sarcomaval
diagnosztizaltak és a vériikben kimutathaté volt az SS18-SSX fuzids transzkriptum
(119, 120). Fricke és munkatarsai SS sejtvonalakban és a sejtekbdl a tapfolyadékba
keriild mikrovezikuldkban fedezték fel a fuzids transzkriptumot, azonban synovialis
sarcomas betegek periférids vérében sem a sejtes frakcio, sem a mikrovezikuldk nem
tartalmaztak a kimérikus génterméket (121). Primer daganatokban a fuzios fehérje
kimutatasa tinik az egyik legmegbizhatobb diagnosztikus modszernek synovialis
sarcoma esetén, mivel azt csak a tumorsejtek expresszaljak. Ezzel szemben a miR-206
vérbodl valo kimutatasa tekintettel arra, hogy szdmos normal sejtben is expresszalodik
kevésbé lenne alkalmas markere a daganat kigjuldsanak nyomon kovetésére. A
szakirodalomban ko6zolt ellentmondasos eredmények kovetkeztében indokolt a keringd
fuzids gén vizsgalata SS betegek vérében, hogy kideriiljon, vajon a fzios transzkriptum
likvid biopszids mintabol valdé kimutatisa segithet-e a betegség progndzisanak

meghatarozasaban.
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2. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a munkacsoportunk altal kordbban mar tanulmanyozott
SMARCBI tumorszuppresszor gén ¢és fehérje expressziojanak eltiinését kivantuk
mélyrehatobban vizsgalni in vitro sejttenyészeti modellekben. Egy jonnan Iétrehozott
sejtvonal, az SS-iIASC segitségével szerettiink volna utdnajarni, hogy a synovialis
sarcomadra jellemz6 fizids gén, mint ezidaig elfogadott tumorgenezist iniciald genetikai

eltérés és az altalunk kimutatott emelkedett szintli miR-206, mint epigenetikai eltérés

crer

Emellett elemezni kivantuk az SS78-SSX kimérikus gén jelenlétét SS-val diagnosztizalt

¢és kezelésen atesett betegek periférids vérmintaiban.
Fobb céljaink, feltételezéseink a kdvetkezdk voltak:

1. Az SS-iASC sejtvonalban bizonyitani kivantuk az SS78-SSX1 fuzids gén mRNS
¢s fehérje szintli expresszidjat, illetve vizsgalni kivantuk, hogy a sejtvonalban

kimutathatok-e a synovialis sarcomara jellegzetes immunfenotipusbeli eltérések.

2. El6z6 in vitro tranziens kisérleteinkben hasznalt miR-206 miRNS permanens
transzfekciojat terveztiik a korabbi nem tumoros €s tumoros sejtvonalak mellett
(HDFa, HT-1080 és Caco2) tovabbi két genetikailag modositott sejtvonalban
(1IASC ¢és SS-iASC), melyekben a SMARCBI és a miR-206 tovabbi hat
célgénjének (ACTL6A, CCNDI, POLAl, MET, NOTCH3, G6PD), valamint az

EMT marker SNAII-nek az mRNS szintli expressziodjat terveztilk meghatarozni.

3. A miR-206 transzfekciot kovetden célunk volt az SS18-SSX1 fuzids fehérjét
kifejez0 SS-iIASC-206 sejtekben a SMARCBI1 fehérje expressziojanak

vizsgélata.

4. Vizsgalni kivantuk, hogy a synovialis sarcoméara patognomikus fuzios
géntermék (SS78-SSX) kimutathato-e synovialis sarcomas betegek periférias
vérében 6 honappal a terdpiat kovetden, €s ha igen, akkor alkalmas

diagnosztikus eszkoze lehet-e a betegség kdvetésének.
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3. MODSZEREK
3.1. Vegyszerek, oldatok, pufferek

A kiilonbozd laboratoriumi vegyszereket (pl. Xilol, Etanol, Metanol stb.) a
MOLAR Chemicals Kft-t6l szereztilk be. Minden a vizsgalatokban hasznalt reagens
molekuléris bioldgiai tisztasagi volt. A vizsgalatok sordn hasznalt oldatok, pufferek
elkészitéséhez €és azok higitdsahoz haromszor desztillalt (Millipore Co.), autoklavozott

vizet hasznaltunk.

A sejttenyészeti tapfolyadékok, a foetalis marhaszérum (FBS) ¢és egyéb
sejtteny€szeti anyagok, mint antibiotikumok, L-Glutamin, nem esszencialis aminosavak,
Low Serum Growth Supplement (LSGS), fibroblaszt novekedési faktor (bFGF), és
tripszin-EDTA oldat (0,5 g/l tripszin, 0,2 g/l EDTA) a Biosera (Kansas, MO, USA), a
Sandoz Hungaria Kft. (Budapest, Magyarorszag), a HyClone GE Healthcare Life
Sciences (Logan, UT, USA), a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), a Gibco by
Thermo Fisher Scientfic (Waltham, MA, USA) ¢és az Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA) termékei voltak. A szovegben részletesen nem

specifikalt oldatok és pufferek osszetétele a 2. tdblazatban olvashato.

2. Tablazat: A részletesen nem specifikalt oldatok és pufferek sszetétele

Oldat vagy puffer neve

. 192 mM Glicin, 25 mM Tris, 10%
Blottol6 puffer 10x-es Methanol
Citrat 10x-es (pH=06) 29,41g C¢HsNa3;O7*2 H,O
250 mM Tris-HCL pH=6,8, 50% Glicin,
5% SDS, 0,05%
1,7M NacCl, 33,5 mM KClI, 18,4 mM
KH2P04, 76,6 mM NazHPO4*2H20

Laemli- puffer 5x-0s

PBS 10x-es (pH=7,5)

SSC 20x-o0s (pH=7) 175,3 g NaCl; 88,2 g C¢HsNa3;O;*2 H,O

SDS-PAGE futtat6 puffer 10x-es 192 mM Glicin, 25 mM Tris, 0,1% SDS

TAE 10x-es (pH=8,0) 0,4M Tris-HCI, 0,02M EDTA, 11,4ml/1
Ecetsav

TBS 10x-es 150mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH=7,5
I1x TBS + 0,05% Tween® 20 (P5927,

TBST Sigma-Aldrich)
TE 1x-es (pH=8,0) 10mM Tris, ImM EDTA
Tripszin-EDTA 0,5 g/l tripszin, 0,2 g/l EDTA
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3.2. Az iASC és az SS-iASC sejtvonalak létrehozdsa

Az ASC (adipose tissue-derived mesenchymal stem cells) zsirszoveti eredeti
mezenchimalis dssejtekkel Tatrai P. és munkatarsai dolgoztak elészor (122). A sejteket
hTERT (human telomerdz reverz transzkriptdz) gén lentiviralis bevitelével tették
halhatatlanna. Az igy 1étrejott sejtpopulacié az iASC nevet kapta (immortalized adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells, immortalizalt zsirszoveti eredetli mezenchimalis
Ossejt). A létrehozott iASC sejtvonal bizonyitottan megorizte az eredeti sziil6i
multipotens dssejt tulajdonsagait, mint példaul a normal kariotipust és a tobb irdnyban
valo differencialodasi képességet. Koriilbeliil 100 populacio-megduplazodast kdvetden
az 1ASC sejtek proliferacigja felgyorsult, cellularis szeneszcenciajukat elvesztették és
kariotipus-beli rendellenességeket szereztek. Ezeket a késdi passzdzsban 1évé 1ASC
sejteket iIASC/2-vel jelolték. Ezt kovetden az iASC/2 (ezentul iASC) sejteket synovialis
sarcoma szovetébdl szarmazod SS18-SSX1 fuzids génnel lentivirdlisan transzdukalva
létrehoztak az SS-iASC sejtvonalat (SS18-SSX1 carrying immortalized ASC, SS18-
SSX1 fuzids gént kifejezé immortalizalt zsirszoveti eredeti mezenchimalis dssejt). Az
igy létrehozott iIASC és SS-iASC sejtvonalakat Tatrai P. tovabbi kisérleteinkhez

rendelkezésiinkre bocsatotta.

3.3. A sejtkulturadk tenyésztése

Kisérleteinkhez a fent emlitett két sejtvonalon kiviil tovabbi két human tumoros €s
egy normal, nem tumoros sejtvonalat tenyésztettiink. A HT-1080 human fibrosarcoma
sejtvonalat (ATCC szam: CCL-121) RPMI-1640 tapfolyadékban (Biosera) 10% FBS
(fetal bovine serum, Biosera) és gentamicin (Sandoz Hungéria Kft., 160 pg/ml)
antibiotikum mellett tenyésztettiik. A Caco2 humdan vastagbél adenocarcinoma
sejtvonalat (ATCC szam: HTB-37) minimal essential mediumban (MEM, HyClone, GE
Healthcare Life Sciences) L-glutamin (Sigma-Aldrich) kiegészitéssel, 20% FBS
(Biosera), 1% nem esszencidlis aminosav (Biosera), valamint a fent emlitett
antibiotikum jelenlétében tenyésztettik. A HDFa human bér eredetii fibroblaszt
sejtvonalat (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) Medium 106 (Gibco by
Thermo Fisher Scientfic) tapfolyadékban, Low Serum Growth Supplement (Invitrogen
by Thermo Fisher Scientific) hozzdadéasaval tenyésztettiik antibiotikum nélkiil. Az iASC
¢s SS-iASC sejtvonalakat DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s
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Nutrient Mixture F12, Sigma-Aldrich) tapfolyadékban L-Glutamin (Sigma-Aldrich)
kiegészitéssel, 10% FBS (Biosera), fibroblaszt novekedési faktor (bFGF, Fibroblast
growth factor-basic, Gibco by Thermo Fisher Scientific, 0.001 pg/ml) és gentamicin
(Sandoz Hungaria Kft., 50 pg/ml) antibiotikum mellett tenyésztettik. Mind az &t
sejtvonal esetén a sejteket 25 vagy 75 cm?-es sejttenyésztd flaskakban (Sigma-Aldrich)
tartottuk 5%-0s CO, koncentraci6 mellett, 37 °C-on. A médiumokat minden masnap

cser¢ltiik a sejteken.

3.4. Fluoreszcens In Situ Hibridizacio (FISH)

A FISH kisérletekhez SS-iIASC ¢és negativ kontrollként iASC sejteket
tenyésztettiink 25 cm?-es sejtteny€szto flaskdkban. A sejteket a médium ledntését €s 1x-
es PBS-sel valdé mosast kovetden tripszin-EDTA segitségével felszedtik a
szovettenyésztd edény felszinérdl. Ezt kovetden a sejteket citospin segitségével iliveg
targylemezre centrifugaltuk, szaritottuk, majd -20 °C-os metanol-ecetsav (3:1)
keverékével fixaltuk. A mintdk eldkezelése 30 percig tartott 2x-es SSC-ben 37 °C-os
vizfiirddben, majd ezt kovette az emésztés 10%-os pepszin oldatban (pH=1.0) 15 percen
at 37 °C-os vizfiirddben. Desztillalt vizes mosas utan a mintakat felszallo etanol sorban
(70%, 80%, 100%) dehidrataltuk. A Vysis SS18 Break Apart FISH Probe (Vysis,
Abbott Park, IL, USA) és az SS18/SSX1 TRICHECK™ Probe (ZytoVision,
Bremerhaven, Németorszag) probak eldirdsainak megfelelden 4,5 pl probat adtunk
hozza a megjeldlt (karcolt) teriiletekhez, melyet 18 x 18 mm-es feddlemezzel és
Fixogum ragasztoval (Marabu Co., Bietigheim, Németorszag) hermetikusan fedtiik. A
targylemezeket ezutdn ThermoBrite Denaturation/Hybridization System gép (Abbott
Molecular, Abbott Park, IL, USA) feltétjére helyeztiik a DNS probak és a sejtek DNS-
ének parhuzamos denaturdlasa céljabol (5 perc, 73 °C), majd egy ¢jszakan at
hibridizaltuk 6ket 37 °C-on. A feddlemez eltavolitasa utan a lemezeket 2 percre 0,4x-es
SSC/0,1%-0s Igepal (NP-40) (Kreatech, Amszterdam, Hollandia) 73 °C-os oldataba,
majd 2 percig 2x-es SSC/0,1%-os Igepal szobahOmérsékletli oldatdba helyeztiikk. A
készitményeket ezutdn szobahdmérsékleten, sotétben, levegdn szaritottuk, majd 10 pl
Vectashieldben (a fluoreszcens festékek kiégését gatlo anyag) oldott DAPI (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) racsoppentése utan feddlemezzel fedtiik. Az igy
kapott hibridizacids reakciokat az interfazisos sejtek magjaban Nikon Eclipse E600

epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, VDS Vosskithler CCD-1300 monokréom
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kameréaval fotoztuk és LUCIA™ Citogenetics 1.5.6 szoftverrel (Laboratory Imaging,
Csehorszag) értékeltiik.

A Vysis SS18 Break Apart Probe (Vysis) specifikus az SS/8 (SYT) lokuszra a
18ql11.2-es kromoszoma régioban. A probat gy tervezték, hogy az SSI8 gén
telomerikus 5° végét narancsvords szinii, mig a centromerikus 3’ végét zold szinl
fluoreszcens festékmolekulaval jelolték. gy a normal, SSI8 génatrendezédés nélkiili
sejtekben a két jel egymas mellett helyezkedik el, azonban SS/8 géntorés és
transzlokaci6é esetén a jelek eltdvolodnak egymadstdl és latni fogunk egy kiilonallo
narancsvoros, egy kiilonallo zold jelet, valamint egy egymds melletti narancsvoros €s

z0ld jelet (intakt allél). (7. abra).

Normal 5518-58X1/2/4

7. Abra: Az SS18 break-apart proba sematikus képe normal és SSI8-SSX fuzidt

tartalmazo sejtben.

Az SS18/SSX1 TriCheck™ Probe (ZytoVision) harmas jelolésti probat ugy
kromoszéma régiot az SSX/ gén érintésével. A z6ld fluorokrommal jelolt proba a
centromerikus 3’ véghez, mig a narancsvords fluorokrémmal jel6lt proba a telomerikus
5’ véghez kotddik az SS18 génben. A kék (aqua) fluorokrommal jeldlt proba az SSX7
gén centromerikus 3’ végéhez kotddik. Egy normal ndéi sejtben 1-1 par zold és
narancsvoros jel taldlhaté egymas mellett (SS78 gén), és 2 kék jel toliik elkiiloniilve
(SSX1). Egy normadl férfi sejtben ugyanigy lathatéak 1-1- parban a zdld €s narancsvoros
jelek, azonban a férfiak egyetlen X kromoszémaja kovetkeztében csak egy kék jel
lathato. Egy n6i sejtben az SS18-SSX1 (vagy SS18-SSX4) fuzid esetén a narancsvoros
(8S18) jel kolokalizal egy kék jellel (SSX7) tovabba latunk egy kiilonalld kék jelet a ndi
nemi XX kromoszoémaszam miatt. Egy férfi sejtben az SS78-SSX7 fuzios gén 1étrejottét

27



ugyanigy a narancsvords (SSI8) és a kék (SSXT) jel kolokalizacioja jeloli. Az SS18-
SSX2 fuzi6 meglétét a zold és kék jelek kolokalizacidja mutatja (8. abra).

Normal
' .

S$8518-S8X1/4 $818-8SX2

8. Abra: Az SS18/SSX1 TriCheck proba sematikus képe normal és SSI18-SSX1/2/4

transzlokaciot mutatd ndi, valamint férfi sejtekben.
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3.5.Kariotipizalas

Kisérleteinkhez SS-iIASC ¢és 1ASC sejteket tenyésztettink 25 cm?-es
sejttenyésztd flaskakban. A sejtek osztodasat 100 ng/ml kolcemiddel allitottuk le
metafazisban. A termosztitban tortént inkubacidé utdn a médiumot ledntottiik és a
sejteket 1x-es PBS-sel mostuk, majd tripszin-EDTA segitségével felszedtik a
sejttenyésztd edény felszinérdl. Ezt kdvetéen 37 °C-os, 0,075 M-os hypotonias KCI
oldattal lizaltuk, metanol-ecetsav (3:1) keverékével fixaltuk 6ket, majd targylemezekre
kenetet készitettlink és azokat levegdn szaritottuk. Az egyes 1épések kozott a sejteket
Ix-es PBS-sel mostuk ¢és 200g-n 5 vagy 10 percig centrifugaltuk. A folyamatot rovid
tripszines emésztés €s Giemsaval (Merck, Darmstadt, Németorszag) valo festés kovette,
végiil a targylemezeket fed6lemezzel fedtiik. A kariogramokat LUCIA Cytogenetics

szoftver (Laboratory Imaging, Praga, Csehorszag) segitségével elemeztiik.

3.6. Permanens miRNS transzfekcio

A miR-206-ot permanensen kifejez0 sejtvonalak Iétrehozasdhoz az OriGene
human miRNA MIR206 (AC: MI0000490, OriGene Technologies, Rockville, MD,
USA) miRNS plazmidjat hasznaltuk transzfekcios kisérleteink soran. Az OriGene
miRNS prekurzorokba koriilbeliill 60-70 nukleotidnyi huméan genomialis DNS-bdl
és 5’ iranyban 1évO ugynevezett ,,flanking” ragados végekkel egyiitt. Ezek a ragados
végek a megfeleld pri-miRNS expresszid és érett miRNS képzddés végbemeneteléhez
sziikségesek. Az igy klonozott pCMV6-Mir vektorban a miRNS prekurzor atirasat a
vektor CMV promoétere hajtja. A vektorokat ugy tervezték, hogy a plazmidban 1évo
neomycin antibiotikum szelekciés marker segitségével létrehozhassuk a stabil, adott
miRNS-t kifejezd sejtvonalakat, ugyanis nemcsak a miRNS szekvencidja, hanem a
neomycin rezisztencia gén is kifejezddik az atirds soran. A plazmidba ezen kiviil a zold
fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein, GFP) riporter gént is beépitették, amely
szintén atirodik, ¢és segitségével a transzfekcido hatékonysagat ellendrizhetjiik. A
sejtekbe bejutott plazmidrol végiil érett miRNS-ek keletkezhetnek és specifikus mRNS-
eken fejtik ki hatdsukat. Kisérleteinkhez negativ kontrollnak az OriGene altal javasolt
iires vektor pCMV-MIR (AC: pCMVMIR, OriGene Technologies) miRNS plazmidot

hasznaltuk. Az iires vektor ugyantgy tartalmazza a neomycin antibiotikum szelekcios
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markert és a GFP riporter gént, de pri-miRNS szekvenciat nem tartalmaz, igy sejtekbe
valo bejutasat kovetden csak az emlitett két komponens keriil kifejezédésre, gén-

csendesitd funkcidval nem rendelkezik (9. abra).

& %o,
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9. Abra: Az OriGene huméan miRNS plazmid konstrukcié sematikus képe.

(Www.origene.com)

Az emlitett 6t sejtvonalat a Neon™ transzfekcids rendszer (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific) segitségével elektroporacioval transzfektaltuk. A transzfekci6 a gyartd
10 pl-es pipetta hegyében ment végbe. Az elektroporacidé paramétereit az 3. tablazat
tartalmazza. Az elektroporacié elétt a sejteket 1x-es PBS-sel mostuk és tripszin-EDTA-
val felszedtik a sejttenyésztd flaskak felszinérdl. Egy elektroporacids reakciohoz 4x10°
db sejtet centrifugaltunk 800 g-n 10 percig, majd 1x-es PBS-sel mostuk dket. Ezutan a
sejteket 1 pg miRNS plazmiddal szuszpendaltuk 10 pl ,, Transfection Resuspension
Buffer R” oldatban. Az elegy a Neon késziilék pipetta hegyébe felszivva jelentette a
reakciokozeget. Az elektroporaciot kovetden a transzfektalt sejteket 6-lyuka
szOvettenyésztd lemez egyetlen reakcidterébe szélesztettiik, mely az adott sejtnek
megfeleld 2 ml antibiotikumtdl mentes tapfolyadékot tartalmazta. A transzfekcid
hatékonysagat (a GFP expresszid sejtszdmra vonatkoztatott szazalékos aranyat) az
elektroporaciét kovetd 24 o6ra mulva fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztiik. A
kovetkezd két hétben az Osszes sejtvonal esetén a gyartd altal javasolt Geneticin®

szelekcios antibiotikummal (Gibco by Thermo Fisher Scientfic, 0,05 mg/ul) kezeltiik a

30



miR-206-tal, az iires vektorral transzfektalt sejteket és negativ kontrollként a nem

transzfektalt sejteket.

3. Tablazat: Az elektroporaci6 paraméterei az egyes sejtvonalak esetén

Impulzus fesziiltsége | Impulzus ideje

SS-i1ASC 1200 V 20 ms
1ASC 1200 V 20 ms 2
HDFa 1400 V 20 ms 2
HT-1080 950V 50 ms 1
Caco2 1300 V 20 ms 2

3.7. A permanens miRNS expresszio gatlasa miRNS inhibitor transzfekciojaval

Az anti-miR™ hsa-miR-206 miRNS inhibitort (katalégusszam: AM17000,
Ambion by Thermo Fisher Scientific), a FAM-jelolt anti-miR™ negativ kontrollt
(katalégusszam: AMI17012, Ambion by Thermo Fisher Scientific) ¢és pozitiv
kontrollként az anti-miR™ hsa-let-7c miRNS inhibitort (katalégusszam: 4392431,
Ambion by Thermo Fisher Scientific) az el6bb emlitett Neon™ transzfekcios rendszer
segitségével elektropordcioval juttattuk be a nem transzfektalt és a miR-206-tal
transzfektalt sejtvonalainkba. Az elektroporacié paraméterei a 3. tablazatban szerepldvel
azonosak voltak. A hsa-let-7c miRNS inhibitor, mint pozitiv kontroll hatékonyan képes
csillapitani a sejtekben konstitutivan kifejez6dd let-7c miR-t. A let-7c miR a HMGA?2
mRNS expresszid csendesitését végzi. Az inhibicid kovetkeztében a HMGA2
génexpresszid felszabadul a miR kivaltotta gatlas alol, az igy megndvekedett mRNS
szint q-RT-PCR mddszerrel detektdlhatd. A transzfekcid utan 24 oraval a sejtekbdl
RNS-t izolaltunk.

3.8. Nukleinsavak izolalasa

Kisérleteinkhez nukleinsavat (DNS-t és RNS-t) izolaltunk a sejttenyészetekbdl, a
periférias vérmintakbol €s két synovialis sarcoma FFPE (formalin-fixalt, paraffinba

agyazott) blokkjaibol.

A nukleinsavak izolalasdhoz a sejteket 25 cm?-es sejttenyésztd flaskdkban

(Sigma-Aldrich) szaporitottuk 48-72 o6ran keresztiil. Az SS-iIASC sejtekb6l DNS-t
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izolaltunk a PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific)
segitségével a gyartd leirasanak megfelelden. Az SS-iIASC, SS-iASC-206, SS-1ASC-
tires, iASC, 1ASC-206, iASC-iires, HT-1080, HT-1080-206, HT-1080-iires, Caco2,
Caco2-206, Caco2-iires sejtekb6l RNS-t izolaltunk a PureLink RNA Mini Kitet

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) felhasznalva a gyart6 utasitasait kovetve.

A vizsgalatainkba bevont 15 betegtél a Magyar Honvédség Egészségiigyi
Kozpont Onkologiai Osztalya 10 ml periférids vért vett. A mintavételre minden paciens
esetén 6 honappal a sebészi beavatkozas és/vagy kemoterapia utan kertilt sor. Az 0sszes
mintat azonnal feldolgoztuk a vérvételt kovetd egy oran beliil. A vérmintadkbol RNS-t
izolaltunk TRIzol® (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) reagenssel a gyartod
utasitasainak megfelelden. (Pozitiv kontrollként az igazoltan SS78-SSXI fuziét hordozo
SS-1ASC sejtekbdl (123) és két synovialis sarcoma eset FFPE blokkjabol izolalt RNS-t
hasznaltunk. Az SSiASC sejtekbdl valo RNS izoldlds menete a fent leirtaknak
megfelelden tortént.) A tumormintdk reprezentativ FFPE blokkjaibol 5 darab, 15 um
vastagsagu metszetet készitettiink 1,5 ml-es sterilezett Eppendorf csdvekbe. A xilolos és
etanolos deparaffindlast kovetéen RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit-tel
(Ambion by Thermo Fisher Scientific) végeztiik el a nukleinsavak izolalasat a gyartod
utasitasainak megfeleléen. 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. A DNS mintat -
20 °C-on, az RNS mintakat -80 °C-on taroltuk tovabbi kisérleteinkig.

3.9. Az SS-iASC sejtvonal hitelesitése STR analizissel

Az SS-iASC sejtekbdl izolalt DNS-bdl 40 pg-ot kiildtiink el rovid, tandem
ismétlddd szekvencia (STR, short tandem repeat) analizisre a déniai IdentiCell Service
részére (www.identicell.eu, Department of Molecular Medicine, Aarhus University
Hospital, Aarhus, Dania). A cég 9 STR 16kuszt, valamint az amelogenin gént vizsgalja
(utobbit a nemi azonositashoz) és a kapott ugynevezett ,,DNS ujjlenyomatot™ dsszeveti
a Német Mikroorganizmus ¢s Sejtkultira Gylijteményével (DSMZ, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). A vizsgalt l0kuszok részletesen a

4. tablazatban lathatok.
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4. Tablazat: A vizsgalt STR 16kuszok

Gén/ STR marker Erintett gén neve/ kromoszoma régid

amelogenin X, Xp22.2

AMEL amelogenin Y, Ypl11.2
CSFIPO human c-fms protoonkogén 6. intronja,
5g33.1
D13S317 13q31.1
D16S539 16q24.1
D21S11 21g21.1
D5S818 5q23.2
D7S820 7921.11
THO1 human tirozin-hidroxildz gén 1. intronja,
11pl5.5
TPOX human thyroid peroxiddz gén 10. intronja,
2p25.3
vWA von Willebrand faktor 40. intronja, 12p13.31

3.10. Reverz transzkripcio (RT)

A sejtekbdl, a vérmintakbol és a SS tumorok FFPE mintaibol kinyert RNS cDNS-
s¢ torténd atirasa kétféle kit felhasznalasaval tortént. A miR-206 célgének
génexpresszidjanak meghatarozasdhoz, valamint a vérmintakbdl és a SS tumorok FFPE
mintaibol szarmazd RNS-ének atirdsahoz a High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit-et hasznaltuk (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA) a gyart6é ajanlésa alapjan. 20 pl végtérfogatban 500-1000 ng RNS konverzidjat

hajtottuk végre. A reverz transzkripcios reakcio dsszetétele a 5. tablazatban olvashato.

5. Tablazat: A reverz transzkripcids mix Osszetétele

Komponens Bemérés

RT puffer (10X) 2 ul
dNTP mix (100mM) 0,8 ul
Random primer (10X) 2 ul
Reverz transzkriptaz (50 U/ul) I ul
RNS templat 0,5-1 pug
Nukleaz mentes viz 20 pl-ig
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A cDNS szintézis a Veriti® 96-Well Thermal Cycler PCR késziilékben (Thermo Fisher

Scientific) zajlott a 6. tdblazatban leirt beallitasoknak megfelelden.

6. Tablazat: A reverz transzkripci6 beallitasai

Folyamat Id6tartam | HOmérséklet

Inkubécio 10 perc 25 °C
Reverz transzkripcié =~ 120 perc 37°C
Inaktivacid 5 perc 85 °C

A miRNS expresszios vizsgalatok esetén a cDNS szintézist a TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific) segitségével végeztiik. Ezen reakcidknal a TagMan® Small RNA Assay-k
(Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) miRNS specifikus primereivel
dolgoztunk. 15 pl végtérfogatban 10 ng RNS minta keriilt atirasra, mely 11 ul master
mix-et és 3 pl, a vizsgalni kivant miRNS-re specifikus RT primert tartalmazott az RNS

minta mellett. A master mix Osszetétele az 7. tablazatban talalhato.

7. Tablazat: A miRNS specifikus reverz transzkripcidés mix 0sszetétele

RT pufter (10X) 1,5 ul

dNTP mix (100mM) 0,15 ul

RN4z inhibitor (20U/pl) 0,19 ul
Reverz transzkriptaz (50U/ul) 1 ul

Nukledz mentes viz 8,16 ul

Az OsszetevOk elegyitését kovetden a mintat 5 percig jégen tartottuk, majd ugyanugy
Veriti® 96-Well Thermal Cycler PCR késziilékben (Thermo Fisher Scientific) zajlott a
reverz transzkripci6 a 8. tdblazatban leirt beallitisoknak megfelelden. A két modon atirt

cDNS mintékat tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.
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8. Tablazat: A miRNS specifikus reverz transzkripci6 beéllitasai

Folyamat Id6tartam | Homérséklet

.., 30perc 16 °C
Reverz transzkripcio 30 perc 47 °C
Inaktivacid 5 perc 85 °C

3.11. Valos-idejii kvantitativ PCR (q-RT-PCR)

A sejtvonalak miRNS expresszidjdnak és a miR-206 target gének mRNS
expressziojanak meghatarozasahoz valos-idejii kvantitativ PCR (real time, q-RT-PCR)
vizsgalatokat végeztiink TagMan® alapu (Thermo Fisher Scientific) expresszids
rendszerek segitségével. A q-RT-PCR modszere célszekvencidk mennyiségi analizisére
alkalmas vizsgalat. A reakciokhoz a korabban izolalt RNS-t atirtuk cDNS-s¢, majd
specifikus oligonukleotid probakat, tgynevezett TagMan® probakat hasznaltunk a

relativ termékmennyiség meghatarozasara.

A miR-206 expresszid szintjét a miR-206-tal és az iires vektorral transzfektalt,
illetve nem transzfektalt sejtekben vizsgaltuk a hsa-miR-206 assay (assay ID 000510)
segitségével. Bels0 kontrollként az RNU6B-t (assay ID 0010093, PN 4427975),
kalibratornak pedig az iires vektorral transzfektalt és a nem transzfektalt sejteket
hasznaltuk. A PCR amplifikacié 40 cikluson at 20 pl végtérfogatban zajlott. A cDNS
templdt a miRNS specifikus reverz transzkripciés reakciokbol szarmazott. A
LightCycler® 480 II. (Roche Applied Science) tipusu valos idejii PCR késziilékben
zajlo reakcid Osszetétele a 9. tdblazatban, hdprofilja pedig a 10. tablazatban lathato. Az
utobb emlitett hdprofil két-lépéses PCR-nek felel meg, ahol az anellacio és az elongéacio

ugyanazon a hdmérsékleten jatszodik le.
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9. Tablazat: A TagMan miRNS expresszids q-RT-PCR reakciok dsszetétele

Komponens Bemeérés

TagMan Master mix (2X) 10 pl

TagMan small RNA assay (20X) 1 ul
Nukleaz mentes viz 7,67 ul
cDNS 1,33 ul

10. Tablazat: A TagMan q-RT-PCR reakcié hoprofilja

Aktivacio 2 perc 50 °C
. s 10 perc 95 °C 1
Denaturacio 15 mésodperc 95 °C 40
Anellacio-Elongacio 1 perc 60 °C

A kivalasztott miR-206 célgének expressziojat a miR-206-tal és az iires vektorral
transzfektalt, illetve a nem transzfektalt sejtekben vizsgaltuk a SMARCBI (assay ID:
Hs00992522 ml), ACTL6A (assay ID: Hs00895061 ml), CCNDI (assay ID:
Hs00765553 ml), POLAI (assay ID: Hs00415835 ml), NOTCH3 (assay ID:
Hs01128537 ml), SNAIlI (assay ID: Hs00195591 ml), MET (assay ID:
Hs01565576 ml) és  G6PD (assay ID: Hs00166169 ml) TagMan® assay-k
segitségével. A miR-206 célgének kivalasztidsa korabbi munkdink eredményein, illetve
szakirodalmi adatokon alapult. Bels¢ kontrollnak GAPDH-t (part no.: 4352338E)
alkalmaztunk, kalibratornak pedig az iires vektorral transzfektalt és a nem transzfektalt
sejteket hasznaltuk. A miR inhibicios kisérletek soran ugyanezen miRNS expresszids és
génexpresszios assay-ket, valamint az inhibici6 sikerességének ellendrzésére a HMGA?2
(assay ID: Hs00171569 ml) TagMan® assay-t hasznaltuk. Az SS-iASC sejtvonalban
az SSI18-SSXI1 fazids transzkriptum kimutatdsara SS18-SSX1+ (assay ID:
Hs03024820 ft) TaqMan® assay-t, bels0 kontrollnak ABLI (assay ID:
Hs01104728 ml) TagMan® assay-t alkalmaztunk. 50 ng cDNS templat bemérését
kovetden 20 pl végtérfogatban zajlottak a reakciok. A reakcioelegyek Osszetétele a 11.

tablazatban lathat6. A PCR hoprofilja a 10. tablazattal megegyezo volt.
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11. Tablazat: A TagMan génexpresszios q-RT-PCR reakciok dsszetétele

Komponens Bemeérés

TagMan Master mix (2X) 10 pul
TagMan gene expression Assay 1 ul
(20X) H

Nukledz mentes viz 8 ul
cDNS 1wl

Minden q-RT-PCR esetén 3 parhuzamos reakcio futott egyidében. Az eredményeket C,
értékek formajaban nyertiik. A C, (,,crossing point” vagy masik megfeleldje Cr néven
ismert ,,cycle threshold”) azt a ciklusszdmot jeloli a reakcido exponencialis fazisaban,
ahol a relativ fluoreszcenciaszint eléri a beallitott kiiszobértéket. A relativ expresszios

szintek kiszdmitasa a AAC, modszer segitségével tortént (124).

3.12. S§18-SSX1 és SS18-SSX2 fuzios gének detektalasa nested PCR-rel

Kisérleteink soran synovialis sarcomas betegek vérébdl szerettiilk volna kimutatni
az SS18-SSX1 vagy az SS18-SSX2 fuzios transzkriptumot. Ehhez elészor nested PCR
modszert alkalmaztunk. A nested PCR annyiban kiilonb6zik a hagyomanyos PCR-tdl,
hogy a reakciét nem egy, hanem két korben végezziik el két primer par segitségével,

mindezzel csOkkentve az aspecifikus PCR termékek kialakulasat.

A fuzios gének PCR amplifikacigja soran a nested PCR reakciokat kis
modositasokkal Hashimoto és munkatirsai tanulmanya alapjan (119) tervezett két
primer parral hajtottuk végre. Az els6 korben a kiilsé primer parok, valamint a vizsgalni
kivant ¢cDNS mintdk (vérmintdk, SS-iASC sejtvonal, két SS FFPE tumorszovet)
felhasznalasaval zajlott le a reakcid, majd a masodik korben a belsd primer parokkal és
az el6zo reakcid ’kiilsd’ PCR termékeivel dolgoztunk. A masodik korben alkalmazott
belsé primer parok mind az SS/8-SSXI, mind az SSI8-SSX2 fuzidés gének

crcr

tablazatban talalhato.
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12.Tablazat: Az SS18-SSX1 és SS18-SSX2 nested PCR soran hasznalt primer parok

- Forward . Reverz_____| Amplikonhossz

Kiilso primerek =~ 5’caacagcaagatgcatacca3’  5’cacttgctatgcacctgatg3’ 548 bp
Belso primerek = 5’acagcctggaccaccacage3’  5’aggcatgtttcccccttttg3’ 212 bp

A PCR reakciok mindkét korben 20 ul végtérfogatban mentek végbe Platinum™
SuperFi™ Green PCR Master Mix (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific)
felhasznalasaval. Az elsé korben egy reakcidba 25 ng cDNS kertilt. Bels6 kontrollnak
GAPDH-t alkalmaztunk. A reakcidelegy pontos 0sszetétele a 13. tablazatban olvashato.
Az amplifikacio Veriti® 96-Well Thermal Cycler PCR késziilékben (Thermo Fisher
Scientific) zajlott 30 cikluson keresztiil a 14. tabldzatban szerepld hdprofilnak

megfelelden. A PCR termékek tarolasa a tovabbi kisérleteinkig 4 °C-on tortént.

13. Tablazat: A nested PCR reakciok 0sszetétele

Komponens Bemérés

Platinum™ SuperFi™ Green PCR Master Mix (2X) 10 pl

Forward primer out/in (10 uM) 1l
Reverz primer out/in (10 uM) 1l
Nukledz mentes viz 6 ul
cDNS/kiilsé PCR termék 2 ul

14. Tablazat: A nested PCR hoprofilja

Folyamat Id6tartam | HOmérséklet

10 perc 95°C

Denaturdci6 20 méasodperc 95 °C
Anellacid 20 masodperc 58 °C 30

Elongacio 30 masodperc 72 °C
Végso elongacio 5 perc 72 °C 1

Miutan megtortént a kétkoros PCR amplifikacio, a PCR termékek hosszanak
ellendrzése agaroz-gélelektroforézissel tortént 2 vegyes %-os (v%) agardzgélben (2 g
agar6z, 100 ml 1x TAE puffer), ethidium-bromid (1 pg/ml) jeldléssel. Futtato
pufferként 1x TAE oldatot hasznaltunk. A 100V fesziiltségen 30 percen at zajlo
elektroforézist kovetden a migracios mintazatot UV fényben detektaltuk Kodak Image
Station 4000MM (Kodak, Rochester, NY, USA) géldokumentacios rendszer

segitségével.
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3.13. Droplet Digitadlis PCR (ddPCR)

Az SSI18-SSX1 és SS18-SSX2 fuzids gének nagy érzékenységli kimutatasahoz
droplet digitalis PCR (ddPCR) moddszert is alkalmaztunk.

A hagyomdnyos polimerdz lancreakcié egyik hatranya a szemikvantitativitas,
ugyanis a PCR termék detektalasa agaroz-gélelektroforézissel torténik. A q-RT-PCR
fluoreszcencian alapuldé detektdldst hasznal a felhalmoz6dd6 PCR termékek
mennyiségének mérése céljabol. A g-RT-PCR-nél sziikség van a belsé kontrollgénekre
torténd normalizalasra, ami igy csak relativ mennyiségi meghatarozast tesz lehetové.
Ezekkel szemben az egyre inkabb teret hodité digitdlis PCR (dPCR) otvozve a
hagyomanyos PCR amplifikaciot és a q-RT-PCR esetén alkalmazott fluoreszcens
detektalast egy preciz, magasabb szenzitivitasu abszolit mennyiségi meghatarozast tesz
lehetévé. A digitalis PCR otletét Vogelstein és Kinzler irtdk le 1999-ben (125). A
koncepcio6 1ényege, hogy a mintét higitva szétosztottak, igy egy 96-mintahelyes lemez
(plate) egy reakcidterébe csak egy templat DNS molekula kertilt. Ezzel a templat DNS
onalldan, kiilon reakciotérben amplifikalodott. A termékeket ezutdn fluoreszcens
probakkal detektaltdk. A reakcioterek létrehozasa még az amplifikacio el6tt torténik a
dropletképzés soran. A reakcidelegy Osszemérése a q-RT-PCR-hez hasonld, majd egy
dropletképzd automata eldéllitja a dropleteket, melyekbe Gsszesen egy vagy néhany
templat nukleinsav keriil. Ezutan kovetkezik az amplifikacid, mely olaj-viz emulzidban
zajlik. Az amplifikdciot a leolvasas koveti. Ekkor a fluoreszcens probak
felhasznalasaval azonosithatok a felsokszorositott célszekvenciak, ezaltal minden egyes
reakcidtérben meghatarozhatd, hogy jelen van-e és ha igen, milyen mennyiségben a

vizsgalni kivant szekvencia (10. &bra).
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10. Abra: A BioRad ddPCR rendszer sematikus miikodése. A PCR reakciok
Osszemérése utdn a mintakat a droplet generatorral dropletekre osztjuk. A dropletekben
1év6 zold csikok a vizsgalni kivant szekvenciat, mig a kékek a tovabbi DNS részeket
jelolik (A). PCR amplifikacio (B). A PCR amplifikacio utan a dropletek leolvaséasra

keriilnek (C). (www.bio-rad.com)

A nested PCR kisérleteinkhez hasonldéan a 15 vérmintabol szarmazd cDNS-t,
illetve pozitiv kontrollként az SS-iASC sejtvonalbol szarmazo, valamint a két SS FFPE
tumorbol szarmazd cDNS-t hasznéltuk templatként a fazidés transzkriptumok
kimutatasdhoz. A ddPCR reakcidk 22 ul végtérfogatban zajlottak a ddPCR Supermix
for Probes (no dUTP) (katalogusszdm: 1863024, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) illetve az SS18-SSX 1+ (assay ID: Hs03024820 ft) és az SS18-SSX2+ (assay ID:
Hs03024398 ft) TagMan® assay-k (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific),
valamint a QX200 ddPCR rendszer (Bio-Rad) felhasznélasaval, kovetve a gyartd
utasitasait. A reakcidelegyek reakcidcsovekbe vald szétosztasat kovetéen 50 ng/ul
c¢DNS minta keriilt bemérésre egy csObe. Ezt kovetden a plate-eket a PX1™ PCR Plate
Sealer segitségével foliaztuk le, majd a mintdkat egyenld méreti és térfogata
dropletekbe osztottuk a QX200 Droplet Generator segitségével (Bio-Rad). Ezutan a
C1000 Touch™ Thermal Cyclerben (Bio-Rad) zajlott az amplifikaci6. A PCR utdn a
dropletek a QX200 Droplet Readerben (Bio-Rad) keriiltek egyesével leolvasasra, mely
megszamolta a fluoreszcens pozitiv és negativ dropleteket. A leolvasds utdn a
QuantaSoftTM (Bio-Rad) szoftver a Poisson algoritmus segitségével kiszamolta a
hatarértékét a 3-ndl tobb pozitiv droplet detektalasa jelentette, mivel a negativ kontroll
mintak esetén is kimutathaté volt 1-2 pozitiv esemény. Negativ kontrollként az iASC,

Caco2 ¢és HT-1080 sejtvonalakbol szarmazd6 c¢DNS mintakat hasznaltuk. A
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reakcidelegyek Osszetétele a 15. tabldzatban, a ddPCR reakci6 hdprofilja a 16.

tablazatban olvashato.

15. Tablazat: A ddPCR reakcioelegy Osszetétele

Komponens Bemérés

ddPCR Supermix for Probes

(no dUTP) (2X) I
TagMan gene expression Assay 1 ul
(20X) H

Nukledz mentes viz 9,5 ul

cDNS 0,5 ul

16. Tablazat: A ddPCR hdéprofilja

Folyamat Id6tartam | HOomérséklet

Aktivacio 10 perc 95 °C
Denaturacié = 30 masodperc 94 °C 40
Anellacid 1 perc 55°C
Inaktivacio 10 perc 98 °C 1
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3.14. Fehérje izolalas sejtekbdl

A fehérje izolalashoz az SS-iASC, SS-iASC-206, SS-iASC-iires, i1ASC, 1ASC-
206, 1ASC-iires, Caco2, Caco2-206, Caco2-iires, HT-1080, HT-1080-206 és HT-1080-
ires sejteket 75 cm?-es sejttenyésztd flaskakban tenyésztettiik. A médium ledntése utan
a sejteket 3x10 ml Ix-es PBS-sel mostuk. Ezutan kozvetleniil a sejtekre 1 ml lizis
puffert mértiink (20 mM Tris pH=7,5, 2mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% TritonX100,
0,5% protedz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 2 mM Na;VO,;, 10 mM NaF) és
sejtkapard segitségével Osszeszedtiik, majd 2 ml-es Eppendorf csdbe tettilk Oket. A
mintdkat 30 percig jégen inkubaltuk, majd 2x10 masodpercig szonikaltuk. Ezutan
13000 rpm-mel, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk Oket. Ezt kovetden a mintdk
az Ultrospec-2000 UV/Vis spektrofotométerrel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc, San
Francisco, CA, USA). A fehérjemintakat tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3.15. Western blot

A sejtekbdl szarmazo fehérjemintakbol 30 pg-ot Gsszekevertiink -
merkaptoetanolt tartalmazé Laemli-féle mintapufferrel, ezt kovetéen 95°C-on 5 percig
denaturaltuk, majd standard 10%-os poliakrilamid gélek zsebeibe toltottiik oket. Az
elektroforézis 200V konstans aramerdsség mellett 40 percig tartott Bio-Rad Mini

Protean vertikalis elektroforézis rendszeren (Bio-Rad).

A fehérjemintdk Millipore PVDF membranra val6 blottolasa 75SmA 4ramerdsség
mellett egy teljes €szakan 4t 4 °C-on zajlott. Ezt kdvetden a blottolas hatékonysagat
Ponceau-festéssel ellendriztiik. Az aspecifikus antitestkotédést 5 w/v%-os TBS-ben
oldott tejporral (Bio-Rad) kiiszoboltiik ki, a membranokat 1 6ran keresztiil inkubaltuk
szobahOmérsékleten az oldattal. Ezutdn a mintékat egy ¢jszakén 4t inkubaltuk 4 °C-on a
megfeleld elsddleges antitesttel. A kovetkezd 1épésben TBST-vel mostuk a
membranokat, majd a megfeleld6 masodlagos antitesttel inkubaltuk 1 o6ran keresztiil,
szobahdmérsékleten. A masodlagos antitesttel valo inkubéaciot TBST-s mosas kdvette,
majd a tormaperoxiddz enzim szubsztratjaként SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate kitet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A
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membranok kemilumineszcens jeleit Kodak Image Station 4000MM (Kodak,
Rochester, NY, USA) rendszer segitségével tettiik lathatova és értékeltiik.

3.16. Immuncitokéemia

Az SS-1ASC sejtek karakterizalasa részben immuncitokémiai reakciokkal tortént.
Ehhez 25 cm?-es sejttenyésztd flaskdkban SS-iASC és 1ASC sejteket tenyésztettiink,
majd a médium ledntését és 1x-es PBS-sel vald moséast kovetden tripszin-EDTA
segitségével felszedtiik dket a flaskak felszinérdl. Az SS-iIASC és 1ASC sejteket citospin
segitségével iiveg targylemezre centrifugaltuk, széritottuk, majd -20 °C-os metanollal
fixaltuk. Az igy elOkészitett SS-iIASC sejteket Bond Max™ (Leica Biosystems,
Newcastle, Egyesiilt Kiralysdg) tipusi immunfestd automataval festettiik a 17.
tablazatban felsorolt primer antitestekkel. A fixalt sejteket 25 percig inkubaltuk az
elsddleges ellenanyaggal, majd az immunreakciot a H,O,/DAB szubsztrat/chromogén
kit (Leica Biosystems) segitségével hivtuk el6. Zard Iépésként a sejtmagokat

hematoxilinnel festettiik.

A miR transzfekciot kovetden az SS-1IASC, SS-1IASC-206, SS-iASC-iires, 1ASC,
1ASC-206, 1ASC-iires, Caco2, Caco2-206, Caco2-iires, HT-1080, HT-1080-206 és HT-
1080-iires sejtek immuncitokémiai reakcioithoz 6-lyukt szovettenyészté edény 1
reakcioterébe 4x10° db sejtet 22 x 22 mm-es steril {iveg fedSlemezre ndvesztettiink. A
szélesztést kovetd 24-48 oraval a sejteket 1x-es PBS-es mosas utan -20 °C-os
metanollal fixaltuk 10 percig, majd szaritottuk. Az igy eldkészitett mintainkat a fixalas
utan és az egyes lépések kozott is 1x-es PBS-sel mostuk (3 x 5 perc). A reakciokat a
Novolink™ Max Polymer Detection System (Novocastra, Newcastle Upon Tyne,
Egyesiilt Kirdlysag) kit segitségével végeztiik manudlisan, a gyartd utasitasainak
megfeleléen. Az 5 perces peroxidaz blokkot szintén 5 perces protein blokk kovette
(mindkét reagens a kit része), majd a mintdkat az egérben termeltetett anti-BAF47
(SMARCBI1) elsddleges ellenanyaggal (klon 25, higitas: 1:50, BD Transduction
Laboratories, San Diego, CA, USA) inkubaltuk 1 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten,
nedves kamréban. Ezutan 30-30 percen at Post Primary és Polymer oldatos (mindkét
reagens a kit része) inkubaci6 kovetkezett, végiil az immunreakciot a kit részét képezd
H,0,/DAB szubsztrat/chromogén oldatokkal hivtuk el 5 perces inkubacid soran. Zard
1épésként a sejtmagokat hematoxilinnel festettiik. Az immunreakciokat a SMARCBI1

festddés sejtmagi jelenléte, hianya, esetleges intenzitas csokkenése alapjan értékeltiik.
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Az SS-i1ASC sejtekben 1évé HA-jelolt SS18-SSX1 sejtmagi fehérje kimutatasahoz
az SS-1ASC sejteket és negativ kontrollként az iASC sejteket a fentiekben leirt mdédon
feddlemezre szélesztettiik, fixaltuk, majd az aspecifikus kotddést 5 w/v%-os BSA(PBS)
oldattal blokkoltuk 30 percig, szobahdmérsékleten. Az elsddleges antitesttel egy
¢jszakan at 4 °C-on inkubaltuk a mintdkat, majd az Alexa Fluor® 568-cal konjugalt
masodlagos ellenanyaggal (1d. 17. tablazat) inkubaltuk 30 percig, szobahdmérsékleten,
sotétben. Végezetiil a sejtmagokat DAPI-val festettiik (Vector Laboratories). Az
immunfluoreszcens reakciok kiértékelése, valamint a fotok készitése Nikon Eclipse
E600 epifluoreszcens mikroszképpal, VDS Vosskiihler CCD-1300 monokrom
kameraval és LUCIA™ Citogenetics 1.5.6 szoftverrel tortént. Az egyes 1épések kozott a

sejteket 1x-es PBS-sel mostuk (3 x 5 perc).

3.17. Aramlas citometria

Az aramlas citometrids kisérletekhez iASC, 1ASC-206, SS-iASC, SS-iASC-206,
Caco2 ¢és Caco2-206 sejteket tenyésztettiink 25 cm?-es sejttenyésztd flaskdkban. A
médium ledntése utdn a sejteket 1x-es PBS-sel mostuk, majd tripszin-EDTA
segitségével felszedtiik a flaskak felszinérdl. A reakcidt az adott sejtvonalnak megfeleld
médiummal allitottuk le. Egy citocentrifuga cs6be 5x10° db sejtet tartalmazo
sejtszuszpenzio keriilt. A sejteket eldszor 400 g-n 5 percen at centrifugaltuk, majd az
IntraStain kit (Dako-Agilent, CA, USA) segitségével fixaltuk és permeabilizaltuk. Az
igy elokészitett mintakat a fixalas utan és az azt kovetd 1épések kozott is 1x-es PBS-sel
centrifugaltuk (400 g, 5 perc). Ezt kovetden a sejteket az egérben termeltetett anti-
BAF47 (SMARCBI) elsddleges ellenanyaggal (klon 25, higitas: 1:50, BD Transduction
Laboratories) inkubaltuk 20 percen keresztiil, szobahémérsékleten. Ezutdn a sejteket
kecskében termeltetett Alexa Flour® 647 anti-egér IgG (H+L) masodlagos antitesttel
(1d. 17. tablazat) inkubaltuk szobahOmérsékleten, sotétben, 20 percig. Végil a
FACSCalibur flow-citométer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) segitségével
mintanként 2x10* db jeldlt sejtet vizsgaltunk és az adatokat a FlowJo (v10) (Ashland,
OR, USA) program segitségével elemeztiik. A szoftver segitségével az ¢l6 sejtek atlag

fluoreszcencia intenzitasat hataroztuk meg.
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17. Tablazat: A kisérletekhez hasznalt antitestek és higitasaik

' Western blot; 2 Immuncitokémia; 3 Immunhisztokémia; 4 Immunfluoreszcencia; * Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA; BioLegend, San Diego, CA, USA;
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA; Novocastra, Leica Biosystems Newcastle,
Newcastle, Egyesiilt Kirdlysag; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA;
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA ; BD Transduction Laboratories, San

Diego, CA, USA; Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

T : : B . : Higitds | Higitas
*
Elsodleges antitest Gyarto Kloén/Kat.szam ICCHTHC

Anti-BAF47 Nyul N )

(SMARCBI) monoklondlis Cell Signaling clone D9C2  1:1000 -

Anti-HA.11 Egér . ] )

Epitope Tag monoklonalis BioLegend clone 16B12  1:2000 1:1000
. Nyul N )

B-Actin poliklonalis Cell Signaling 4967 1:1000 -
Anti-human Egér . clones )
cytokeratin monoklonalis DakoCytomation AE1/AE3 ) 1150

Anti-human f3- EBger Novocastra clone 17C2 - 1:100
catenin monoklonalis
. Nyul Santa Cruz .
Anti-human TLE1 poliklonalis Biotechnology clone M-101 - 1:50
Anti-human Eger ... DakoCytomation clone V9 - 1:1200
vimentin monoklonalis
Anti-human EMA Eger 1. | DakoCytomation clone E29 - 1:200
monoklonalis
Anti-human Bcl2 Eger 1. | DakoCytomation clone 124 - 1:40
monoklonalis
Anti-human Nyul . )
CDI117 polikionalis DakoCytomation = clone A4502 - 1:2000
Anti-human NY&l ' Thermo Fisher clone SP4 . 1:50
cyclin D1 monoklonalis
Anti-human SYT Eger . S anta Cruz clone A-10 - 1:100
monoklonalis Blotechnology
Anti-BAF47 Egér
(SMARCBI1/INI1) = monoklonalis clone 25 1:30
Masodlagos o ngltas Higitas
Kecske .
Anti-egér Ig/HRP poliklonalis DakoCytomation P0447 1:2000 -
A Kecske . )
Anti-nyul Ig/HRP poliklonalis DakoCytomation P0448 1:2000 -
Alexa Fluor® 568 .
(H+L) P
Alexa Fluor® 647 .
anti-ogér IgG Keeske — Invitrogen by A-21235 ; 1:500
(H+L) poliklonalis Thermo Fisher
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3.18. Statisztikai analizis

A relativ génexpresszios valtozasok szignifikancidjanak meghatarozasahoz non-
parametrikus egymintas Wilcoxon tesztet hasznaltunk. Mintdink kis szdma miatt nem
tudtunk normal eloszldssal szamolni, ezért a parametrikus egymintds t-proba nem
johetett szoba. Azokat a kiilonbségeket fogadtuk el szignifikdnsnak, amelyeknél a p
értek kisebb volt 0,05-nél. A statisztikai vizsgalatokat Real Statistics Excel add-in

Resource Pack (www.real-statistics.com) felhaszndlasaval végeztiik.

3.19. Mintavételi szempontok a synovialis sarcomaval diagnosztizalt betegeknél

A Semmelweis Egyetem L.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatod Intézetében 2009-
2015 kozott synovialis sarcomaval diagnosztizalt betegekbdl 15 pacienst valasztottunk
ki vizsgalatainkhoz. A synovialis sarcoma szoOvettani és molekulédris diagnozisa a
jellegzetes szdvettani kép €s immunhisztokémiai reakciok (cytokeratin, EMA, Bcl2,
TLE-1, SYT, B-Catenin, vimentin, cyclin D1, CD117, SMARCBI1) alapjan, valamint
magéra a tumorra specifikus SS/8-SSX1 vagy SSI18-SSX2 fuzios gén FISH-sel valo
kimutatasaval tortént. A FISH vizsgalatok soran a mar emlitett Vysis SS18 Break Apart
Probe (Vysis) és az SS18/SSX1 TRICHECK™ Probe (ZytoVision) DNS probakat
hasznaltuk. A betegek klinikai adatait a Semmelweis Egyetem betegnyilvantartési
adatbazisabol, a kezelési protokollokat pedig a Magyar Honvédség Egészségiigyi
Ko6zpont Onkologiai Osztalyanak segitségével retrospektiv modon gytijtottiik 6ssze (1d.
19. tablazat). A kivalasztott 15 beteg a mintavételt megeldzden beleegyezd nyilatkozatot
irt ala, amelyben hozzdjarultak a tumormintdik, vérmintdik és klinikai adataik
kutatasban valé felhasznaldsdhoz. A  vizsgalatokat a Helsinki Deklaracio
kovetelményeinek megfelelden, a Semmelweis Egyetem Regiondlis Intézményi
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik el (etikai engedély

szama: TUKEB 155/2012).
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4. EREDMENYEK

4.1. Az §S-iASC sejtvonal vizsgalata

4.1.1. Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

Két FISH proba segitségével kiséreltilk meg kimutatni az SS78-SSX1 fuzios gént
az SS-iASC sejtekben. FISH vizsgalatokkal nem tudtunk kimutatni transzlokéciot a
Vysis SS18 Break Apart FISH probaval, sem transzlokaciot és kolokalizaciot az
SS18/SSX1 TRICHECK™ probaval az SS-1ASC sejtekben.

4.1.2. Az SS-1ASC ¢és iASC sejtvonalak kariotipizalasa

A 11. abran az 1ASC ¢és SS-1ASC sejtek kariogramjai lathatok. Mindkét
sejtvonalban a sejtek dontd részében a 3-as és 9-es kromoszéma derivacioja, illetve 17-
es monoszomia volt megfigyelhet6. Ezeken kiviil néhany sejtben tovabbi random
monoszomiat lattunk a 3-as, 4-es, 8-as, 11-es, 14-es, 16-0s, 18-as, 19-es, 20-as, 21-es és

X kromoszémak tekintetében.
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11. Abra: Az iASC és SS-iASC sejtvonalak kariogramjai. Piros kér: monoszomia; piros

nyil: derivacio.

4.1.3. Az SS-1ASC sejtvonal STR analizise

A daniai IdentiCell Service altal elvégzett rovid, tandem ismétl6dé szekvencia
analizis igazolta az SS-1ASC sejtvonal humén ndi eredetét, ugyanis X kromoszémahoz
kotott amelogenin gént detektalt, illetve Osszevetve a Német Mikroorganizmus ¢€s
Sejtkultura Gylijteménnyel (DSMZ) kizarta annak a lehetdségét, hogy a sejtvonal

kontaminalodott volna barmilyen egyéb sejtvonallal.

4.1.4. A kimérikus SS18-SSX1gén kifejezodése mRNS ¢és fehérje szinten

Ahhoz, hogy bizonyitsuk az SS-iASC sejtvonalban az SS78-SSX1 kimérikus gén
mRNS szintl kifejezodését q-RT-PCR ¢és nested PCR reakciokat végeztiink a sejtekbdl
szarmaz6 reverz transzkripcioval atirt ¢cDNS-sel. Mind a valos idejli polimeraz
lancreakcioval, mind a nested PCR-rel ki tudtuk mutatni az SS/8-SSXI fazids
transzkriptum expresszidjat (12. abra). A kimérikus gén mRNS szintli expresszidja
mellett fehérje szinti kifejezddését is szerettiik volna aldtamasztani. Az SS-iASC

sejtekbe transzdukalt vektort a fuziés gén ¢és a fluoreszcens riporter mellett
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influenzavirus haemagglutininnel (HA) is kiegészitették, igy immunfluoreszcens
jeloléssel és Western blottal is megvizsgaltuk a HA-jelolt SS78-SSXI kimérikus
génterméket. Az SS-iASC sejtmagokban valtoz6 mennyiségben lehetett megfigyelni
HA immunjeldlést, mig a negativ kontroll iASC sejtek magjaiban nem volt lathato
jelolédés (12. abra). Western blottal az SS-iASC sejtvonal stabilan, mig az iASC nem
fejezte ki a HA-jelolt fuzids fehérjét (12. abra).
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IF immuncitokémia Western blot q-RT-PCR

ww  SSHASC iASC
(kDa)

52— Wt anti-HA .-
45 ' B- SYI-8S521
actin ¢ J f 0

SS-iASC

Nested PCR

* NTC SS tumorszdvet SS-IASC NK
d $518-S5X1
212bp
GAPDH
92bp

12. Abra: Az SS18-SSX1 fuziés géntermék kimutatasa mRNS és fehérje szinten. A HA-

jelolt SS18-SSX1 fehérje detektalasa immunfluoreszcens festéssel: a piros pontok jelzik
az SS-1ASC sejtek magjaban kifejez6do fuzios fehérjét, mig az iASC sejtek magjaban
nem lathat6 jelolodés. A HA-jelolt fuzios gén detektalasa Western blottal: az SS-iASC
sejtvonalban jol lathato a HA-jelolt fehérje expresszid (52 kDa), mig az azt nem
expresszalo 1ASC nem fejezi ki a fehérjét. A belsé kontrollnak hasznalt [B-Actin
mindkét sejtvonalban kifejezddik (45 kDa). A q-RT-PCR amplifikacios gorbéi: az
SS18-SSX1 fekete szinnel, a belsd kontroll ABL gén piros szinnel jelzett az SS-iASC
sejtvonalban. A nested PCR-t kovetdé migracidos mintazat: a pozitiv kontroll SS
tumorszovetben €s az SS-iIASC sejtvonalban lathaté az SS18-SSXI fuzids transzkriptum
(212 bp). A belsd kontroll GAPDH (92bp) mind a SS tumorszévetben, mind az SS-
1ASC sejtekben ¢€s a negativ kontroll (NK) iASC sejtvonalban egyarant kifejezédik. A
nem templalt kontrollban (NTC) sem az SS/8-SSXI, sem a GAPDH nem

expresszalodott.

50



4.1.5. Az 1ASC és SS-i1ASC sejtek immuncitokémiai jellemz6i

Az iASC sejtek esetén a cytokeratin negativ festddést, mig a B-catenin gyenge
citoplazmatikus pozitivitast mutatott (13/a és 13/c abra). A fuzioés gént kifejezd SS-
1ASC sejtek fokalis citoplazmatikus cytokeratin pozitivitast (13/b abra), valamint az
1ASC sejteknél erdsebb citoplazmatikus B-catenin reakciot mutattak (13/d abra). Egyik
sejtben sem lattunk magi TLE-, SYT (SS18) vagy cyclin D1 festddést. A SMARCBI
(INTI) magi pozitivitds egyforman erds volt mindkét sejtvonalban. A vimentin mindkét

sejtvonalban erdsen pozitiv volt, mig a Bcl2, EMA ¢s CD117 negativnak bizonyultak.
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13. Abra: Az iASC sejtek cytokeratinnal nem jelslédnek (A; 40 x nagyitas), de az SS-
1ASC sejtek fokalis pozitivitast mutatnak (B; 40 x nagyitas). Az iASC sejtekben enyhe
citoplazmatikus P-catenin pozitivitds (C; 40 x nagyitas), mig az SS-iIASC sejtekben
erdsebb festddés lathato (D; 40 x nagyitas).

51



4.2. A permanens miR-206 transzfekcio hatdasanak funkcionalis vizsgalata

sejttenyészetekben

4.2.1. A permanens miR-206 transzfekcio hatasossaganak ellendrzése €s a miR-206

expresszio relativ szintjének meghatarozasa

A miR-206 ¢és az 1lres vektor permanens transzfekcidja utan 24 Ooraval
fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztiik a transzfekcid hatékonysagat a tiz sejtvonalban
(1ASC206, i1ASC-iires, SS-1ASC-206, SS-iASC-iires, Caco2-206, Caco2-iires, HT-1080-
206, HT-1080-iires, HDFa-206, HDFa-iires). Minden sejtvonal esetén a sejtek 75-80%-
aban figyeltiink meg GFP kifejezodést (14. &bra). Az azt kovetd Geneticin®
antibiotikumos kezelés alatt egyediil a HDFa-206 sejtek mutattak lassabb novekedést a
tobbi sejthez képest, majd az antibiotikus kezelés felfiiggesztését kovetd egy honapon

beliil elpusztultak.

A szelekcid utdn minden miR-206-tal transzfektélt sejtvonal overexpresszalta a
miR-206-ot. Az SS-iASC-206 sejtekben 138-szoros, az iASC-206 sejtekben 1493-
szoros, a Caco2-206 sejtekben 222-szeres és a HT-1080-206 sejtekben 360-szoros volt a
miR-206 relativ expresszidja a nem transzfektalt és lires vektorral transzfektalt

kontrollokhoz képest.
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14. Abra: Az SS-iASC-206 sejtek képe 24 oraval a transzfekcidt kovetSen
faziskontraszt mikroszkép (A) és fluoreszcens mikroszkép (B) alatt. A GFP (green

fluorescent protein) a transzfektalt sejtek 75-80 %-aban megfigyelhetd volt.

4.2.2. A miR-206 célgének relativ expresszioja és azok valtozasa az inhibiciot kovetden

Annak érdekében, hogy a miR-206 SMARCBI-re és tovabbi célgénjeire
gyakorolt csendesitd, vagy esetlegesen génexpressziot fokozo hatasat megvizsgaljuk az
SS-i1ASC, iASC, Caco2, HT-1080 és HDFa sejtvonalakat permanensen transzfektaltuk.
A transzfekcié hatdsara bekovetkezett célgének relativ génexpresszidjat a 15. abra
mutatja. A miR-206 hatdsara bekovetkezett szignifikdns (p<0,05) génexpresszid
valtozasokat az alabbiakban targyaljuk. A célgének relativ expresszidjanak atlagértékei,
valamint a hozzajuk tartozo6 standard deviacios értékek, p értékek és szignifikancia a 18.

tablazatban lathato.
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15. Abra: A miR-206 target gének relativ expresszids szintjei.
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A bal oldali

oszlopdiagramok a SMARCBI, ACTL6A, CCNDI, POLAIl, SNAIl, MET és G6PD

relativ mRNS expresszidjat jelolik a permanens transzfekciot kovetéen SS-iASC-206,

1ASC-206, Caco2-206 ¢és HT-1080-206 sejtekben. A jobb oldali oszlopdiagramok

ugyanezen célgének expressziojat mutatjadk a miR-206 gatlasa utan. (*p<0,05)
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A SMARCBI génexpresszio relativ szintje 64%-ra csokkent az SS-iASC-206, 83%-ra az
1ASC-206 ¢és 81%-ra a Caco2-206 sejtekben, mig a HT-1080-206 sejtekben 143%-ra
emelkedett.

Az ACTL6A génexpresszidja hasonléan a SMARCBI-hez lecsokkent az SS-iASC-206,
1ASC-206 és Caco2-206 sejtekben 68%-ra, 48%-ra és 78%-ra, mig a HT-1080-206
sejtekben 143%-ra emelkedett.

A CCNDI gén mindegyik sejtvonalban csendesedett. Az SS-1ASC-206-ban 42%-ra, az
1ASC-206-ban 64%-ra, a Caco2-206-ban 84%-ra, mig a HT-1080-206-ban 87%-ra.

A POLAI génexpresszid csak az SS-iASC-206 és a Caco2-206 sejtekben csokkent
46%-ra, illetve 83%-ra. Mig a HT-1080-206 transzfektdnsokban 160%-ra emelkedett.

A NOTCH3 expresszio szignifikdnsan kizarolag a Caco2-206 sejtekben csokkent 62%-

ra.

A MET génexpresszid az SS-iIASC-206-ban, az iASC-206-ban és a Caco2-206-ban
csokkent 50%-ra, 74%-ra és 78%-ra.

A G6PD gén csendesitése az 1ASC-206 ¢és a HT-1080-206 sejtekben 80%, illetve 73%

volt.

A SNAII expresszid 175%-ra emelkedett az 1IASC-206 sejtekben, mig az SS-1ASC-206-
ban 59%-ra és a Caco2-206-ban 77%-ra csokkent.

A miR inhibiciés kisérleteket a fenti eredményeink megerdsitésére végeztik. A miR-
206 miRNS gatlasat kovetd kisérletekben a célgének expresszidja a miR-206
transzfektansokban mért mRNS szintekkel mindig ellentétesen valtozott (15. éabra).
Példaul a SMARCBI génexpresszié a miR-206 miRNS gatlas utan 90%-ra emelkedett
az SS-1ASC-206-ban, 97%-ra az 1IASC-206-ban, 88%-ra a Caco2-206-ban és 100%-ra a
HT-1080-206-ban.
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18. Tablazat: A célgének expressziojanak statisztikai adatai

* A miR-206 célgének relativ expresszidjanak atlagértéke q-RT-PCR

utan; ® Standard deviacid; S* szignifikans; NS nem szignifikéns

Atlagerteka SZIgmﬁkanma

SMARCBI 1.51  0.034
. ACTL6A 68 286  0.034 s*
S CCNDI1 42 833 0.022 S*
O POLAI 46 1128 0.022 S
< NOTCH3 114 634  0.054 NS
2 MET 50 6.48  0.022 S
G6PD 103 421 0.143 NS

SNAII 59 638  0.022 S
SMARCBI 83 0,87 0,034 S*
ACTL6A 48 7.65 0,022 S

e CCND1 64 2,94 0,034 S*
& POLA1 70 495 0,054 NS
2 NOTCH3 104 691 0,137 NS
3 MET 74 753 0,034 S*
G6PD 80 177 0,034 S*

SNAII 175 743 0,022 S*
SMARCBI 81 332 0,034 S*
ACTL6A 78 1231 0,034 S*

© CCNDI1 84 6,82 0,034 S*
g POLAI 83 1145 0,034 S*
g NOTCH3 62 632 0,022 S*
3 MET 78 8,12 0,034 S*
G6PD 83 335 0,054 NS

SNAII 77 929 0,034 S*
SMARCBI 143 1002 0.022 S*

. ACTL6A 146 1771 0.022 S*
S CCNDI1 87 493 0.034 S*
S POLAI 160 1925 0.022 S*
= NOTCH3 76 7.57 | 0.054 NS
= MET 83 12.06  0.054 NS
G6PD 73 3.04  0.034 S*

SNAII 91 763 0.054 NS
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4.2.3. A SMARCBI fehérje expresszid valtozasa permanens miR-206 transzfekciot

kovetden

Az SS-1ASC-206, 1ASC-206 és Caco2-206 sejteknél tapasztalt szignifikans
SMARCBI mRNS csendesités mellett kivancsiak voltunk, hogy fehérje szinten hogyan
valtozik a SMARCBI expresszidja. Ehhez Western blot, immuncitokémiai és aramlas

citometrids vizsgalatokat végeztiink.

A Western blot vizsgalatot elvégezve valamennyi transzfektalt és nem
transzfektalt sejt esetén azt tapasztaltuk, hogy a miR-206-ot permanensen kifejezd
sejtek esetén nem kovetkezett be szignifikdns valtozdas a SMARCBI fehérje
expressziojaban, Osszehasonlitva a nem transzfektalt és iires vektorral transzfektalt

sejtekkel.

A SMARCBI1 immuncitokémiai vizsgalatokat az SS-iASC és SS-iASC-206
mérsékelt SMARCBI1 expresszid csokkenést figyeltiink meg, Osszehasonlitva az SS-
1ASC sejtek magjaival, ahol egyenletes erds festddés volt lathatd (16/a, 16/b és 16/c
abra). Az aramlés citometriai méréseket az SS-1IASC ¢és SS-1ASC-206 sejteken végeztiik
el. A vizsgalatok soran hasonléan az immuncitokémiai vizsgalat eredményeihez az SS-
1ASC-206-ban mérsékelt fehérje expresszid csokkenést tapasztaltunk az SS-iASC
sejtekhez képest (16/d és 16/e abra).
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16. Abra: A SMARCBI1 immuncitokémia és aramlas citometria eredményei az SS-
i1ASC ¢és SS-iASC-206 sejtekben. Az SS-iIASC sejtek magjaiban megtartott a
SMARCBI expresszio (A). Az SS-i1ASC-206 sejtek erdsen pozitiv sejtmagjai kozott *-
gal jelolt csokkent SMARCBI expressziot mutatd sejtmagok latszanak a sejtek egy
segitségével: a sejttormeléket ,forward scattered”, vagyis eldére szort fény és ,,side
scattered”, vagyis oldalra szort fény segitségével zartuk ki (D). A SMARCBI
fluoreszcencia intenzitasa Alexa Flour® 647 konjugalt kecskében termelt anti-egér IgG-
vel jelolve az SS-1ASC-206 és SS-iASC sejtekben. A piros hisztogram a miR-206

cres

SS-i1ASC sejteket mutatja (E).
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4.3. Az SS18-SSX fuzios transzkriptum, mint biomarker synovialis sarcomas betegek

likvid biopszids mintdiban

4.3.1. A klinikai adatok attekintése

Vizsgalatainkba 15 synovialis sarcomaval diagnosztizalt beteget vontunk be. Az
Osszes beteg szovettani diagndzisa a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti
Rakkutat6 Intézetben tortént az 3.19.-es fejezetben részletezett modszerekkel. A
paciensek klinikai adatai a 19. tdblazatban lathatok. A betegek kozott 4 férfi és 11 nd
szerepelt. A diagndziskor az atlagéletkor 45 év volt (tartomany: 24-72 év). Kilenc
esetben (60%) a tumor periféridsan, mig 6 esetben (40%) centralisan helyezkedett el. A
daganat 5 esetben (33,3%) volt nagyobb 5 cm-nél. A diagnézis pillanatdban 10 paciens
(66,7%) betegsége volt attétes, disszeminalt, mig 5 beteg esetében (33,3%) nem volt
kimutathat6 metastasis. SzOvettanilag 11 daganat (73,3%) bizonyult monofazisosnak,
mig 4 tumor (26,6%) bifazisos hisztologiat mutatott. Osszesen 1 beteget (7,7%)
kezeltek kizarolag sebészi iton, a tovabbi 14 paciens (93,3%) esetében a sebészi terapiat
adjuvans kemo-és radioterapiaval egészitették ki. A primer daganat 6 betegnél (40%)

recidivalt, mely minden esetben kisebb volt 5 cm-nél.
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17. Abra: Az SS18-SSX fuzios gén kimutatasa nested PCR-rel. Pozitiv kontrollként két
SS FFPE tumormintat (A és B) és az SS-iASC sejtvonalat (C) hasznaltuk. Az SS78-SSX
fuzios termék 212 bp nagysagu. A 15 betegben nem volt detektalhatod fuzios géntermék.
Endogén kontrollnak GAPDH-t (92 bp) hasznaltunk. * Molekulasuly marker.

A ddPCR eredményeket a 18. dbran és a 20. tdblazatban mutatjuk be. A pozitiv
kontrollként hasznélt SS mintdk esetében 424 pozitiv esemény volt kimutathatd az
SS18-SSX1 fuzios gént kifejezd, 579 pozitiv esemény az SS18-SSX2 fuzids gént kifejezo
FFPE synovialis sarcoma mintaban. Az SS/8-SSXI-et kifejez6 SS-i1ASC sejtekbdl
szarmaz6 mintaban 51 pozitiv eseményt detektaltunk (20. tablazat). A 15 betegbdl 1
esetben (3. eset) 8 SSI8-SSX2 pozitiv eseményt tudtunk detektalni (18. dbra és 20.
tablazat). A fennmaradd 14 eset negativnak bizonyult mind az SS7/8-SSXI, mind az
SS18-SSX2 tekintetében (20. tablazat).

61



§518-SSX1 §518-SSX2 §518-SSX1 $518-SSX2 §518-SSX2

poz. tumor poz. tumor neg. vér (6) poz. vér (3) neg. vér (15)
£oUUU T T T T T T
20000 .
S 150061 .
2
£
£ 1000 x i o ias .
i by % ’-{m 8
500 = ] :
|

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
Event Number

Events

S$518-SSX1 SS18-SSX2 SS18-SSX1 SS18-SSX2 SS18-SSX2
poz. tumor poz. tumor neg. vér (6) poz.vér(3) neg. vér (15)

18. Abra: A ddPCR eredményei. A fels§ panelen kék szinfick azok a dropletek,
melyekben kimutathat6 az SS18-SSX1, vagy SS18-SSX2 fuzios transzkriptum. A negativ
dropletek sziirkével jeloltek. Az amplitadé (amplitude) a fiiggbleges tengelyen, az
eseményszdm (event number) a vizszintes tengelyen jelolt. Az alsd panel az
eseményszamot mutatja oszlopdiagram formaban. Az elsé két oszlop a kettd SS FFPE
tumormintat reprezentalja, az els6 az SS18-SSX1-et, a masodik az SS18-SSX2-t fejezi ki.
A tovabbi harom oszlop harom vérmintat mutat be: a 6., a 3. és a 15. esetet. Ezek koziil
az egyikben (3. eset) alacsony szamban (8 esemény) volt kimutathat6 az SS78-SSX2-es

kimérikus géndtirat, melyet piros kerettel és piros nyillal jeldltiink.
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20. Tablazat: A ddPCR eseményszamai

SS1-SS2: FFPE blokkbol szarmazé synovialis sarcoma tumorszovet (az SS1 a 15. eset,
az SS2 a 6. eset tumorszdvete), SS-IASC: SS18-SSX!1 fuzios gént kifejezd immortalizalt
zsirszoveti eredetli mezenchimalis 6ssejt, 1-15: vérmintdk, 1ASC: immortalizalt
zsirszoveti eredetli mezenchimalis Ossejt, Caco2: humén vastagbél adenocarcinoma

sejtvonal, HT-1080: human fibrosarcoma sejtvonal

Esetszam Eseményszam | Eseményszam
(SS18-SSX1) | (SS18-SSX2)

SS1 424 0
SS2 0 579

SS-1ASC 51 0

1 0 1

2 0 3

3 1 8

4 0 2

5 0 2

6 1 1

7 0 1

8 1 3

9 0 2

10 0 3

11 2 1

12 2 3

13 0 1

14 1 1

15 0 0

1ASC 0 3

Caco2 1 1

HT-1080 2 2
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5.MEGBESZELES

Tanulmanyunkban a SMARCBI ¢és mas miR-206 célpont gének epigenetikai
érintettségét vizsgaltuk normal, tumoros, valamint genetikailag modositott in vitro
sejttenyészeti modellek segitségével. Ezek mellett a synovialis sarcoma fizids génjének

detektalasat céloztuk meg synovialis sarcomas paciensek likvid biopszids mintaiban.

A SMARCBI sejtmagi expresszidjanak hidnya szdmos daganatban azonosithato
(38), de a fehérje vesztését eloszor malignus rhabdoid tumorban mutattak ki (127).
Ennek hatterében a gén biallélikus delécioja all, mig més tumorok esetén, mint példaul
az epithelioid sarcomaban a funkciovesztésért tobbnyire epigenetikai modositasok
feleldsek (71, 128). Mostani munkédnkat megel6zden epithelioid sarcoma mintak esetén
igazoltuk, hogy a SMARCBI funkcidvesztés hatterében csak ritkan all a gén biallélikus
hipermetilaciéja, sem az EZH2 metiltranszferaz talmiikddése, mely a H3 hiszton
trimetilaciojat (H3K27 Me3) okozna. Igy figyelmiink az RNS interferencia iranyaba
terel6dott €s in silico miRNS target predikcid modszerét alkalmazva azonositottunk 4
miRNS-t (miR-206, miR-381, miR-671-5p, miR-765), melyeknek a SMARCBI
célgénjiik. Megvizsgalva az epithelioid sarcomakbol szarmazo szdéveti mintdkat az
elébb emlitett miR-ek expresszidja szignifikans emelkedést mutatott. Ezt kovetden in
vitro sejttenyészeti modellekben a miRNS-ekkel tranziens transzfekciot végeztiink és
azt lattuk, hogy a mikroRNS-ek, a miR-765 kivételével, sikeresen csendesitették a
SMARCBI gén kifejezddését mind mRNS, mind fehérje szinten (71, 128). Ezutan jelen
munkank eldkészitéseképp 223 lagyrész daganatban vizsgaltuk a SMARCBI és a fenti
miRNS-ek expressziojat, és kimutattuk, hogy a SMARCBI teljesen, vagy részlegesen
elvész epithelioid sarcoma, malignus rhabdoid tumor, malignus periférias ideghiively
tumor, myoepithelialis carcinoma, extraskeletalis myxoid chondrosarcoma €s synovialis
sarcoma esetén. A funkciovesztés hatterében a fenti miRNS-ek overexpresszidja allhat.
Erdekes megfigyeléseket tettiink a bifazisos synovialis sarcomak kapcsan. Ezek szoveti
blokkjain elvégzett SMARCBI immunhisztokémiai festés sordn az orsosejtes
komponens csaknem teljesen negativan, mig az epithelidlis komponens pozitivan
jelolédott. Lézer mikrodisszekciot kovetden az orsosejtes és az epithelsejtes
komponensekben kiilon-kiilon megvizsgaltuk a funkciondlisan aktiv miRNS-ek
expressziojat. Az orsosejtes komponensekben szignifikdnsan magasabb, mig az

epithelsejtes izolatumban szignifikansan alacsonyabb miRNS expresszios szinteket
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mértiink (22). A talalt eredmények figyelmiinket a synovialis sarcomara iranyitottak.
Kadoch ¢és Crabtree 2013-ban kimutatta, hogy a Kohashi altal felfedezett SMARCBI1
expresszio csokkenés hatterében az SS18-SSX fuzios fehérje allhat, mely versengve a
vad tipusu SS18 és SMARCBI1 fehérjékkel kiszoritja azokat a SWI/SNF kromatin-
atrendezé komplex-bol. A folyamat végén a SMARCBI1 degradélodik (21). Mindezzel
egyre elfogadottabba valt, hogy synovialis sarcomaban a tumorképzés kulcsfontossagu
1épése maga a fuzios gén 1étrejotte és annak kdlcsonhatasa a transzkripciot kozvetleniil
befolyasolni képes molekuldkkal (13). Az altalunk bemutatott bifazisos synovialis
sarcomak szoveti mintdiban jelenlévé miRNS expresszidos kiilonbségek azonban
arnyaljak a képet, ugyanis mind az orso- és epithelsejtek egyarant kifejezik a betegségre

patognomikus SS7/8-SSX fuzids gént, SMARCBI1 expressziojuk mégis eltér.

A fenti munka folytatdsaként elsé 1épésben bizonyitani szerettiik volna, hogy az
in vitro kisérletekben hasznalni kivant SS-iASC sejtvonal stabilan expresszalja-e az
SS18-SSX1 fazidés gént. A sejtvonal egyediségét az STR analizis erdsitette meg. A
sejtvonal dsszehasonlitva a kiindulasi iASC sejtvonallal citogenetikailag ugyanazokat a
szerkezeti és szambeli kromoszoma eltéréseket mutatta. A sejtvonalba bejuttatott SS76-
SSX1 fuzios konstrukcion 1évé HA-jelolést fehérje szinten immunfluoreszcens
immuncitokémiai festéssel €s Western blot vizsgalattal egyarant kimutattuk. A f0zios
gén mRNS szintli expresszidjat mind a nested PCR, mind a g-RT-PCR megerdsitette.
Annak érdekében, hogy a jelenleg rendelkezésre allo teljes diagnosztikai palettat
felhasznaljuk a sejtvonal bemutatasara, FISH vizsgalattal a synovialis sarcomara
specifikus transzlokacids probakat alkalmaztuk, melyekkel nem volt kimutathato a
sejtekbe bejuttatott kimérikus konstrukci6é. Mindennek oka, hogy a sejtvonalba bekeriilt
fazids gén random genomikus lokuszba épiil be és méretében tulsdgosan kicsi a FISH-
sel detektalhato tobb kilobazis nagysagu citogenetikai eltérésekhez képest. Igy ez a rutin
diagnosztikéban kitlinéen alkalmazhaté modszer nem bizonyult hasznalhatonak az SS-

1ASC sejtvonalban a transzlokacié azonositasara (123).

Az SS-iIASC ¢és 1ASC sejteken elvégzett immuncitokémiai eredményeink
izgalmasnak bizonyultak. Az SS-iASC sejtekben a fokalis cytokeratin pozitivitast
leszamitva minden egyéb synovialis sarcoméra karakterisztikus marker, név szerint a
TLE1, SYT, Cyclin D1, Bcl2, EMA ¢és CDI117 negativ volt. A [-catenin erds
citoplazmatikus jelolédést mutatott, szemben az iASC sejtekkel, azonban a daganatra
jellemzé magi akkumulacidét nem mutatta egyik sejtvonalban sem. A mezenchimalis

markerek koziil a vimentin erdsen pozitivan festédott. A latott kép alapjan
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megallapitottuk, hogy a mezenchimalis epithelialis tranzicion (MET) kivil mas
jelatviteli Gtvonal nem aktivaldédott az SS18-SSX1 transzfekcio eredményeként (123,

129).

A fuzios gén betegségben betoltott szerepét korabban mar tobb munkacsoport is
tanulmanyozta, dontéen egér sejtvonalak ¢és génmanipulalt egér modellrendszerek
segitségével. Egy 2012-es tanulmanyban 1étrehozott SS78-SSX1-et expresszalé human
csontveldi  eredeti  mezenchimalis  sejtvonalat SCID  (severe  combined
immunodeficiency, stulyos kombinalt immundefektus) egerekbe oltva a sejtek nem
formaltak daganatot (130). Ezzel ellentétben egy masik kutatocsoport szerint az SS78-
SSX fuzids gén tumorformald képessége kétségtelen egérmodellekben, ugyanis, ha
ragcsalobol szarmazo fibroblastokban expresszaltattak az SS78-SSX1 fuzios gént, akkor
ezek a sejtek ’nude’ egérben olyan tumort formaltak, mely synovialis sarcomara
emlékeztetd morfologiat mutatott (4). Egy masik munkacsoport az SS78-SSX2
bejuttatasat kovetden az indukalt célgéneket vizsgalta human pluripotens dssejtekben €s
human mezenchimalis dssejtekben. Azt talaltdk, hogy a két sejtvonalban a fuzids gén
teljesen mas gének expressziojat valtoztatta meg, jelezve ezzel a cellularis
mikrokornyezet befolyasat (131). A feltevés, miszerint az SS/8-SSX fazids gén
kialakulasa 6nmagéaban elegendd 1épés a tumorképzéshez, tobbek kozott a fenti
egérmodelleken alapult. Kideriilt azonban, hogy a humén SS78-SSX fuzids gén kevésbé
onkogén tulajdonsagl, mint az alveolaris lagyrész sarcomara jellemzé ASPSCR1-TFE3
¢s a clear cell sarcomara jellemz6 EWSRI1-ATFI1 fuzids onkogének (132, 133), igy
lehetséges, hogy a human SS/8-SSX fuzidos gén masképp viselkedik és eltérd
onkogenitassal bir egér és human sejtekben. A fenti szakirodalmi adatokat Gsszegezve
ugy gondoltuk, hogy az SS-iASC sejtvonalunk alkalmas lehet a kimérikus SS78-SSX7
gén funkcidjanak in vitro vizsgalatara, tovabba lehetoséget adhat annak elemzésére,
hogy vajon sziikségesek-e egyéb epigenetikai szintli valtozadsok a synovialis sarcoma

tumorképzéséhez (123).

Kovetkezo 1épésként a huméan miR-206 permanens transzfekciojat végeztiik el a
HDFa, a HT-1080, a Caco2, az iASC ¢és az SS-iASC sejtvonalakon. Valasztasunk azért
esett a korabbi négy miRNS koziil a miR-206-ra, mert az in vitro tranziens transzfekcios
kisérletek sordn ez a miRNS mutatta a legerésebb SMARCBI géncsendesitd hatast. A
permanens miR-206 transzfektans sejtek antibiotikummal végzett szelekcidjat kdvetden
mindegyik sejtvonal stabilan, legaldbb 138-szorosan overexpresszalta a miR-206-ot

(134).
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A miR-206-ot a korabbi HDFa, Caco2 ¢s HT-1080 sejteken elvégzett kisérleteink
alapjan onkomiR-nek gondoltuk a SMARCBI-re gyakorolt csendesitd hatdsa miatt. A
SMARCB1 mellett szakirodalmi adatok alapjan tovabbi 6 miR-206 célgént valasztottunk
és ezek mRNS szintli expressziojanak elemzését terveztiik. A vizsgalando célgének
(ACTL6A, CCNDI1, POLAI, NOTCH3, MET és G6PD) onkogén funkciot latnak el
tobbek kozott rhabdomyosarcoma (RMS) (99, 135, 136), vilagossejtes veserak (137) és
méhnyakrak (138) esetén, valamint differenciaciot serkentd hatdst gyakorolnak
myoblastokban (139). Mig kifejezddésiik emelkedést mutatott a tumorszovetekben és a
tumoros sejtvonalakban egyarant, addig a miR-206 szintje alulexpresszéltnak bizonyult
a mintakban (99, 135-138). Ha in vitro koriilmények kozott fokoztak a miR-206 szintet
a sejtekben, akkor a RMS sejtekben az ACTL6A4, a MET ¢s a G6PD szint lecsokkent és
ezzel parhuzamosan a tumornovekedés ledllt, a sejtek kiértek, valamint a pent6z-foszfat
utvonal aktivitasa is csokkent, mivel a miR-206 gatolta a metabolikus utvonal
sebességmeghatiarozd 1épését katalizalé GO6PD génkifejezédését (99, 135, 136).
Vildgossejtes veserdkban a miR-206 szint novelése a CCNDI alulszabalyozodasan
keresztiil a sejtciklus GO/G1 fazisban valo leéllasat eredményezte (137). A Hela
sejtvonalban a miR-206 novekedés a NOTCH3 csendesitésén keresztiill a sejtek
apoptozisat segitette eld (138). Myoblast kultirdkban a miR-206 a POLAI (ezaltal a
DNS szintézis) gatlasan keresztiil antiproliferativ hatast fejtett ki (139). Tehat a miR-
206 szuppresszor miR funkcidt toltott be ezen célgének esetén. A SNAII a fenti
génekkel ellentétben nem célpontja a miR-206-nak, azonban mint ismert EMT markert
vontuk be vizsgélatainkba. Expresszidja elsdsorban az SS-iIASC-206 sejtvonal esetén
érdekelt minket, tekintettel arra, hogy az SS-iASC sejtvonalban a fuziés gén
mezenchymalis epithelialis tranziciot indukalt (123). Attekintve a fenti informéciokat
masik megvilagitasbol szerettiik volna vizsgalni a miR-206 célgénekre gyakorolt hatasat
Uj, eddig nem tesztelt normal, tumoros és genetikailag modositott sejtvonalakban. A
transzfekciot €s az antibiotikum szelekcidt kovetden végiil csak 4 sejtvonalat tudtunk
elemezni, ugyanis a HDFa sejtek megrekedtek a novekedésben és elpusztultak. Ennek
oka az lehetett, hogy a miR-206 downregulalta a CCNDI-et és a POLAI-et, melynek
kovetkeztében a proliferacid gatlas ala kertilt, a sejtciklus leallt és a sejtek elpusztultak,
tehat a miR-206 feltételezhetd, egyediili hatdsa normal sejtvonalakon a proliferacio

gatlasa.

Kisérleteink soran az SS-iASC-206 sejtekben a SMARCBI mRNS expresszio
64%-ra csokkent, mig az iASC-206-ban ez 83% volt. Az SS-iIASC-206 esetén latott
nagyobb csokkenés hatterében a kimérikus SS18-SSX1 fehérje és a miR-206
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szinergikus hatésa allhat, igy mRNS szinten az in vitro kisérletek alapjén is igazoltnak
vettiilk a bifazisos synovialis sarcomakban kimutatott miR-206 overexpresszié okozta
SMARCBI1 csokkenést (22, 134). Fehérjeszinten, Western blot modszer hasznalataval
nem tudtunk szignifikins SMARCBI csokkenést kimutatni az SS-iASC-206
sejtvonalban, azonban érdekesek voltak a SMARCBI1 immuncitokémiai és aramlas
citometriai  vizsgalattal kapott eredmények. Az SS-iASC-206 sejtek egy
transzfektalt SS-iASC sejtekkel, ahol egyenletesen fest6dd sejtmagokat Ilattunk.
Ugyanezt a mérsékelt csokkenést aramlas citometridval is kimutattuk. Az mRNS és
fehérje szinten tapasztalt SMARCBI1 expresszios eredményeinkbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ebben a szubpopulacidoban a miR-206 hatékonyabban ki
tudta fejteni a SMARCBI fehérje expressziot csokkentd hatasat, szemben a tobbi sejttel,
amelyek valamilyen mdédon kompenzélhattdk a miR-206 alulszabalyozd hatasat (134).
Az is elképzelhetd, hogy egyéni sejtszinten mind a kimérikus gén, mind a miR-206
hatdsa kiilonb6zé mértékben nyilvanult meg. Ezt a feltételezésiinket Mukherji ¢€s
munkatarsai eredményei tdmasztjadk ald, akik két szinnel rendelkezd fluoreszcens
riporter rendszert felhasznéalva tobbek kozott aramlas citometria segitségével mérték az
miRNS-ek altali represszid foka egy sejtpopuldcioban mérsékelt és igen nagy
variabilitast mutat, ha egyenként vizsgaljuk a sejteket (140). Osszefoglalva a latott
SMARCBI expresszidos eredményeinket megéllapitottuk, hogy a miR-206 fontos
szerepet jatszik a SMARCBI gén csendesitésében synovialis sarcomaban, de dnmagéaban

nem elegendo a fehérje expresszid csokkentéséhez (134).

A génexpresszidos mérések soran a SNAII downregulalodott az SS-iASC-206
sejtekben és overexpresszalodott az 1ASC-206 sejtekben (134). Ismert tény, hogy a
bifazisos synovialis sarcomdk szinte mindig az SS/8-SSX1 fuzios gént fejezik ki. A
fuzids protein gatolja a SNAII fehérjemolekulat, ami az E-Cadherin promoterének
legerésebb represszora. Igy a SNAII 4ltal okozott transzkripcios represszio alol az E-
Cadherin promotere felszabadul, ami mezenchimalis epithelialis tranzicidban nyilvanul
meg, magyarazva a mirigyszerli strukturadkba rendez6dd epithelialis komponens
kialakuldsat. Saito és munkatarsai azt talaltak, hogy a fuzios gén E-Cadherinre kifejtett
derepresszios hatdsa annal erdsebb, minél tobb az endogén SNAII a sejtben (141). Az
SS-1ASC-206-ban latott downregulaciot a fuzids gén és a miR-206 egyiittes hatdsa

okozta. Korabbi génexpresszids méréseink soran az SS-iIASC sejtekben mar
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tapasztaltuk a SNAII alulszabalyozodasat, ez azonban nem volt olyan mértékii, mint az

SS-1ASC-206 sejtekben latott (134).

Az SS-1ASC-206, az 1ASC-206 és a Caco2-206 sejtvonalakban a SMARCBI
mellett az ACTL6A ¢és a POLAI is alulszabalyozddott, tehat ezen sejtvonalak esetén a
miR-206 szuppresszor miR funkciot toltott be, mig a HT-1080-206 sejtekben
mindharom célgén feliilszabalyozodott, vagyis ebben a sejtvonalban feltételezhetéen
onkomiR-ként miikodott. A CCNDI és a MET voltak azok az onkogének, melyek
esetén a miR-206 minden sejtvonalban szuppresszor miR-ként funkcionalt. A NOTCH3
csak a Caco2-206 sejtekben mutatott szignifikans eredményt, ahol expresszidja
csokkent a miR-206 hatasara. A G6PD downregulalddott az 1ASC-206, Caco2-206 és
HT-1080-206 sejtekben, mig nem valtozott az SS-iASC-206 esetén (134).
Osszefoglalva permanens miR-206 transzfekcios kisérleteinket megallapithatjuk, hogy a
miR-206 hatasa az adott célgén kifejezddésére nagyban fligg a kiindulasi sejttipustol.
Napjainkban a miRNS szintek valtozasainak detektaldsa szamos betegség esetén kedvelt
kutatési teriilet, azonban sokkal atfogobb vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy egy
adott tumorban bet61tott pontos szerepiliket megértsiik. A miR-206 onkomiR-ként hatva
a SMARCBI-re fontos, de nem kizardlagos szerepet jatszik synovialis

sarcomagenesisben (134).

Tanulmanyunk utolsé 1épéseként a synovialis sarcomaban patognomikus fizids
gént szerettiink volna detektdlni synovialis sarcomaval diagnosztizalt és kezelésen

atesett betegek esetén.

A synovialis sarcomas betegekben a kombinalt kezelések ellenére igen nagy
aranyu a lokalis recidiva €s a tavoli metastasis kialakulasa. A véraramban, vagy barmely
mas testfolyadékban keringd tumorsejtek, illetve tumor eredetli sejtmentes szabad
nukleinsavak napjainkban a rakkutatas egyik gyakran tanulmanyozott teriiletét képezik.
A transzlokacio pozitiv lagyrésztumorok esetén a specifikus fuzids transzkriptum
kimutatdsa igéretes moddszernek bizonyult Ewing sarcoma ¢és alveolaris
rhabdomyomasarcoma esetén (142, 143). Mivel a lagyrésztumorok koziil synovialis
sarcoma esetén mindeddig ellentmondéasos eredmények sziilettek a témaban, igy célunk
volt, hogy a lehetd legtobb klinikai stddiumot lefedd betegcsoportban 6 hénappal a
terapiat kovetden megvizsgaljuk a vérben keringd tumorsejtek és szabad tumor eredetii

nukleinsavak jelenlétét.

A periférias vérmintakbol izolalt RNS mintainkat reverz transzkripciot kovetden
nested PCR-rel és ddPCR-rel vizsgaltuk. A vizsgalt 15 betegb6l 12-nek volt a 6
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honapos vérvétel idopontjaban lokalis recidivdja vagy attéte, igy meglepve tapasztaltuk,
hogy csak egy esetben tudtunk detektadlni kis mennyiségben SS78-SSX2-es fuzids
transzkriptumot ddPCR segitségével. Ez a paciens a vérvételkor tiido attéttel
rendelkezett. A két alkalmazott modszer koziil csak a ddPCR tudta igazolni a kis
mennyiségli fuzids transzkriptumot, ami nested PCR-rel nem volt kimutathato

ugyanezen mintabol (144).

A bevezetésben emlitett, szakirodalomban szerepld két synovialis sarcomaban
szenvedd paciens periférids vérmintdjabol csak a terapids beavatkozasok eldtt volt
detektalhaté a fzids transzkriptum, a terapiat kovetd 6. honapban a disszeminalt
betegség ellenére sem tudtak kimutatni az SS78-SSX-et. Kiemelendd, hogy mindkét
munkacsoport kizarolag nested PCR modszert alkalmazott a fizids gén azonositasara

(119, 120).

A két esetet és sajat betegcsoportunkat egybevéve megallapitottuk, hogy keringd
tumorsejtek, illetve szabad tumor eredetli nukleinsavak ritkdn keriilnek a véraramba
sebészi és/vagy kemoterapian, illetve radioterapian atesett synovialis sarcomas betegek
esetén, vagyis ez a modszer a tumor kitjulés, vagy attét kimutatisara kevésbé alkalmas

(144).
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6. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat fébb megallapitasai a kovetkezdk:

e Elsoként hoztuk 1étre és alkalmaztuk in vitro sejttenyészeti modellként az SS178-
SSX1-et kifejezd immortalizalt zsirszoveti eredetli mezenchimalis dssejtvonalat,

az SS-1ASC-t, mely alkalmas in vitro modellrendszere a synovialis sarcomanak.

e Az SS-iASC sejtvonal mind mRNS, mind fehérje szinten stabilan kifejezi az

S§18-SSX1 fuzios gént.

e Az SS-iIASC sejtvonalban a fiziés gén sikeresen indukdlt mezenchimalis

epithelialis tranziciot.

e A permanens miR-206 transzfekcio utdn 4 sejtvonalban (1ASC-206, SS-iASC-
206, Caco2-206 és HT-1080-206) mért kiilonbozd génexpresszids értékek arra
utalnak, hogy a miR-206 adott célgénre gyakorolt hatasa sejtvonal-fiiggd, vagyis

a miR-206 egy erdsen szovet-¢s sejtspecifikus miRNS.

e A SMARCBI esetén latott mRNS és fehérjeszintli eredmények arra utalnak,
hogy a miR-206 onkomiRNS szerepe fontos, de nem kizardlagos a SMARCBI

gén csendesitésében synovialis sarcoma esetén.

e Synovilais sarcomés betegeinkkel végzett vizsgalataink alapjan megallapitjuk,
hogy a kezelés alatt allo betegekben a tumor eredetii nukleinsav fragmentumok
kimutathatosaga ritka eseménynek szamit, igy a fuziés gén likvid biopszids
mintakban valé kimutatdsa kevésbé alkalmas modszer a kiujulas kovetésére,

vagy egy esetleges metastasis kialakulasanak detektalasara.
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7. OSSZEFOGLALAS

A SMARCBI tumorszuppresszor gén funkcidvesztése szamos rosszindulatu
daganatban kimutathatd, melynek hatterében genetikai és epigenetikai eltérések allnak.
A SMARCBI-deficiens lagyrésztumorok kozé tartozo synovialis sarcoma a csokkent
expressziot mutatok csoportjdba sorolhatd. A daganat jellegzetes genetikai eltérése az
SS18-SSX1/85X2/85X4 fuzios gén. A kimérikus gén synovialis sarcomagenezisben
betdltott szerepét szamos sejtvonalban és genetikailag modositott modellrendszerben
tanulmanyoztak, azonban ellentmondasos eredmények sziilettek, igy a betegség
patogenezisének hatterében mas genetikai €s epigenetikai mechanizmusok is szerepet
jatszhatnak. Els6é 1épésként egy human sejtvonalat mutattunk be, mely mind mRNS,
mind fehérje szinten kifejezi az SS18-SSX1 fuzids gént, igy alkalmas in vitro modell a
fzids gén hatasanak tanulmanyozasara. Bifazisos synovialis sarcomaban a SMARCBI
fehérje expresszid az epithelsejtekben megtartott, mig az orsésejtekben csokkent,
melyért a két komponens eltéré6 miRNS expresszids profilja felel. Masodik 1épésként a
miR-206 onkomiR hatésait vizsgaltuk in vitro permanens miR-206 transzfekcioval,
mely az egyik leghatékonyabb SMARCBI-et csendesit6 miRNS. Elemeztik a
SMARCBI ¢és tovabbi 6 célgén, valamint egy EMT marker expressziojat egy normal,
egy adenocarcinoma, egy epithelialis fibrosarcoma ¢és két genetikailag moddositott
immortalizalt sejtvonalban, melyek egyike a fent emlitett SS/8-SSXI fuzids gént
kifejezd sejtvonal volt. A mért génexpresszios értékek arra utalnak, hogy a miR-206
adott célgénre gyakorolt hatasa sejtvonal-fiiggd, vagyis a miR-206 egy erdsen szovet-€s
sejtspecifikus miRNS. Az SS-iASC-206-ban tapasztalt SMARCBI mRNS ¢és fehérje
expresszid arra mutat ra, hogy a miR-206 mint onkomiR fontos, de nem kizar6lagos
szerepet tolt be a synovialis sarcoma patogenezisében. Végiil a patognomikus SS78-SSX
genetikai eltérés detektalasat kiséreltiik meg periférias vérbol egy 15 betegbdl allo
betegcsoportban a személyre szabott terapiat kovetéen 6 honappal. Egy betegben
tudtunk kis mennyiségben SS/8-SSX2 transzkriptumot azonositani. Megéallapitottuk,
hogy kis mennyiségli géntermék kimutatdsdra a ddPCR alkalmasabb, mint a nested
PCR, illetve a szabadon keringd tumorsejtekbdl, vagy tumor eredeti nukleinsavakbol
szarmaz6 fuzids transzkriptum kimutatdsa ritka eseménynek szamit olyan betegekben,

akik atestek valamilyen kezelésen.
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8. SUMMARY

The loss of SMARCBI tumor suppressor gene caused by genetic and epigenetic
alterations can be detected in many malignant tumors. Synovial sarcoma belongs to the
SMARCB1-deficient malignant soft tissue tumors within the reduced expression group.
The pathognomic genetic alteration of synovial sarcoma is the SS78-SSX1/SSX2/SSX4
fusion gene. Multiple model systems have been developed to elucidate the role of the
chimeric gene in synovial sarcomagenesis. These among others include mouse cell lines
expressing SS78-SSX, and genetically engineered mouse models of synovial sarcoma,
however their results were controversial. These allude to the possible role of other
genetic and epigenetic alterations in synovial sarcomagenesis. First, we characterized a
novel human cell line (SS-iASC) expressing SS78-SSX7 both on mRNA and protein
level. This cell line provides a suitable in vitro model for examining the effect of the
fusion gene. In biphasic synovial sarcoma the expression of SMARCBI1 protein is
retained in the epithelial cells, while it is decreased in the spindle cells. The reason for
this is the different miRNA expression profile of the two components. As the second
step we examined the effects of the oncomiR miR-206 after permanent miR-206
transfection experiments in in vitro cell cultures, which is one of the most potent
SMARCBI silencing miRNA. We analyzed the expression of SMARCBI, six other miR-
206 target genes and an EMT marker gene in a normal, an adenocarcinoma, an
epithelial fibrosarcoma and two genetically engineered cell lines. Among the two latter
cell lines one was the S§/8-SSX1 fusion gene expressing cell line. The observed gene
expression patterns refer to the fact, that the action of this miRNA is largely cell
context-dependent and miR-206 is a tissue- and cell-specific miRNA. The detected
SMARCBI mRNA and protein expressions in SS-iASC-206 cells show that oncomiR
effects of miR-206 on SMARCBI play an important, but not exclusive role in the
pathogenesis of synovial sarcoma. Lastly we attempted to detect the pathognomic SS/7§-
SSX genetic alteration of synovial sarcoma 6 months after the therapy in the peripheral
blood samples of 15 patients. SS78-SSX2 fusion transcript was identified in a small copy
number in one patient. We concluded that ddPCR is more suitable for the detection of
small amounts of this fusion gene compared to nested PCR. The detection of the fusion
transcript from circulating tumor cells or cell-free nucleic acids is a rare event in

patients who already underwent therapy.
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