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1. BEVEZETES

A synovialis sarcoma (SS) a harmadik leggyakoribb malignus
lagyrészdaganat, mely a bizonytalan szOveti differenciaciot
mutaté lagyrésztumorok csoportjaba tartozik. Testszerte barhol,
barmilyen életkorban kialakulhat, azonban tébbnyire fiatal
felnbtteket érintd rossz prognodzisi betegség. Szovettanilag
monofazisos és bifazisos altipusait killénbdztetjik meg. A SS a
csokkent SMARCB1 fehérje expressziét mutaté daganatok
csoportjaba tartozik.

A SMARCBL1 gén a SWI/SNF ATP-figgd kromatin-
atrendez6 komplex kdzponti alegységét kodolja, fehérjéje a
genom stabilitasat ellendrzi, a sejtciklust szabalyozza ¢és
tumorszuppresszor feladatokat lat el. A SMARCB1 génfunkcio
elvesztése malignus rhabdoid tumorokban (MRT) valt ismertté,
melynek hatterében a gén biallélikus karosodasa all. Epithelioid
sarcomaban (ES) a SMARCB1 kiesésért nem a gén biallélikus
mutacioja tehetd felelossé. Esetiikben a fehérjevesztest gyakran
a SMARCB1 mRNS-ének miRNS-ek altali csendesitése okozza,
melyet munkacsoportunk kordbbi tanulmanyai igazolték.
Bifazisos SS esetén az orsosejtes komponensben csdkkent, mig
az epithelialis komponensben megtartott a SMARCBL fehérje
expresszio. Ennek hatterében a betegseég patognomikus fuzids
génterméke, az SS18-SSX kimérikus fehérje, illetve
epigenetikai szabalyozés, példaul a miR-206, miR-381, miR-
671-5p mikroRNS-ek (miRNS) overexpresszidja allhat,
melyeket munkacsoportunk irt le elészor SS esetén. A miR-206
bizonyos daganatokban overexpresszidja révén onkomiRNS-
ként, masokban downexpresszidja révén szuppresszor miRNS-
ként funkcional. SS-ban a leger6sebb SMARCBL1 csendesitd
miRNS-nek a miR-206 bizonyult, igy figyelmink a
tovabbiakban a miR-206 iranyaba terel6dott.



Tobb szolid daganat esetén detektalhatok a vérben a
primer tumorbdl sz&rmaz6 szabadon keringé tumorsejtek és
sejtmentes tumor eredetli szabad nukleinsavak. Mig tiidorak,
vagy vastagbélrak esetén a likvid biopszia jol alkalmazhat6
modszere a mérhetd rezidualis betegség (MRB) kimutatasanak,
addig SS esetén eddig ellentmondasos eredmények szllettek
ezzel kapcsolatban.



2. CELKITUZES

Kisérleteink sordn a munkacsoportunk altal korabban
mar tanulmanyozott SMARCB1 tumorszuppresszor gén és
fehérje expresszidjanak eltlinését kivantuk mélyrehatobban
vizsgalni in vitro sejttenyészeti modellekben. Egy Gjonnan
létrehozott sejtvonal, az SS-iASC segitségével szerettiink volna
utdnajarni, hogy a synovialis sarcomara jellemzé fzios gén,
mint ezidaig elfogadott tumorgenezist inicial6 genetikai eltérés
és az Aaltalunk kimutatott emelkedett szinti miR-206, mint
epigenetikai eltérés, hogyan befolyasolja a SMARCB1
expressziojat in vitro modellekben.

Emellett elemezni szerettlik volna az SS18-SSX kimérikus gén
jelenlétét SS-val diagnosztizalt és kezelésen atesett betegek
periférias vérmintaiban.

Fobb céljaink, feltételezéseink a kovetkezok voltak:

1. Az SS-iASC sejtvonalban bizonyitani kivantuk az
SS18-SSX1 fuzidos gén mRNS ¢és fehérje szinti
expressziojat, illetve vizsgalni szerettilk volna, hogy a
sejtvonalban kimutathatok-e a synovialis sarcoméra
jellegzetes immunfenotipusbeli eltérések.

2. El6z6 in vitro tranziens kisérleteinkben hasznalt miR-
206 miRNS permanens transzfekcidjat terveztik a
korabbi nem tumoros és tumoros sejtvonalak mellett
(HDFa, HT-1080 és Caco2) tovabbi két genetikailag
moédositott  sejtvonalban  (IASC  és  SS-iASC),
melyekben a SMARCB1 és a miR-206 tovabbi hat
célgénjének (ACTL6A, CCND1, POLA1l, MET,
NOTCH3, G6PD), wvalamint az epithelialis
mezenchimalis tranzicids (EMT) marker SNAI1-nek az



MRNS szintli expressziojat terveztik meghatarozni.

A miR-206 transzfekciot kovetéen célunk volt az SS18-
SSX1 fuzios fehérjét kifejez6 SS-IASC-206 sejtekben
a SMARCB1 fehérje expresszigjanak vizsgalata.

Vizsgélni kivantuk, hogy a synovialis sarcomara
patognomikus  fuziés  géntermék  (SS18-SSX)
kimutathaté-e synovialis sarcomas betegek periférias
vérében 6 honappal a terapiat kdvetden, és ha igen,
akkor alkalmas diagnosztikus eszkoze lehet-e a
betegség kdvetésének.



3. MODSZEREK
3.1. Sejtkulturdk és miRNS permanens transzfekcid

Két genetikailag mddositott (SS-iIASC és IASC), két
human tumoros (HT-1080 és Caco2) és egy normal, nem
tumoros (HDFa) sejtvonalat tenyésztettiink. A transzfekcios
kisérletekhez szlikséges miR-206-ot OriGene human miRNA
MIR206 molekula formajaban (OriGene Technologies)
szereztik be. A sejtvonalakat elektroporacioval transzfektaltuk
a Neon™ transzfekcios rendszer (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific) segitségével. A transzfekciot kovetéen a
plazmidokban  1év0  antibiotikum  szelekcidés  marker
segitségével stabil sejtvonalakat hoztunk létre.

3.2. Az SS-iASC sejtvonal vizsgalata

Az Ujonnan létrehozott sejtvonalat kariotipizalasnak
vetettik ald&. A sejtvonalban 1évé SS18-SSX1 fuzids
transzkriptum mRNS és fehérje szintii expressziojat valos-ideji
kvantitativ PCR-rel (g-RT-PCR), nested PCR-rel, valamint
immunfluoreszcens immuncitokémiai festéssel és Western blot
vizsgalattal tanulmanyoztuk. Emellett immuncitokémiai
festésekkel megvizsgéltuk a sejtvonal immunfenotipusat.



33. A miR-206 célgének relativ  expresszidjanak
meghatarozasa

A transzfektalt  sejtvonalakban  g-RT-PCR-rel
vizsgaltuk a miR-206 overexpresszié hatasara bekovetkezo
célgének (SMARCB1, ACTL6A, CCND1, POLAl, MET,
NOTCH3, G6PD) és az EMT marker SNAI1 expresszidjanak
valtozésait.

3.4. ASMARCBL fehérje expresszié meghatarozéasa

A SMARCB1 fehérje expresszidjanak
meghatérozasahoz Western blot, immuncitokémiai és dramlas
citometrids vizsgalatokat végeztiink a transzfektans SS-iASC-
206 és nem transzfektans SS-iASC sejtekben.

3.5. Az SS18-SSX fuzids géntermék detektalasa likvid biopszias
mintakbol

15 synovialis sarcomds beteg periférias vérébol
nukleinsav izolalast kovetéen nested PCR ¢és droplet digitalis
PCR (ddPCR) mddszereivel kivantuk detektalni a fuzids
transzkriptumot 6 hoénappal a diagnoézist kovetéen esetleges
MRB utan kutatva.



4. EREDMENYEK
4.1. Az SS-iASC sejtvonal bemutatasa

Az SS-iASC sejtek megorizték a kiindulasi iASC
sejtvonal szerkezeti és szdmbeli kromoszoma eltéréseit.

Az SS-IASC sejtek stabilan kifejezték mind mRNS,
mind fehérje szinten az SS18-SSX1 flziods transzkriptumot. Az
SS-IASC  sejtekben  fok&lis citoplazmatikus —cytokeratin
pozitivitdst és er6sebb citoplazmatikus [-catenin reakciot
lattunk, szemben az IASC sejtekkel, melyekben negativ
cytokeratin festdés és enyhe citoplazmatikus p-catenin reakcio
volt megfigyelhetd.

4.2. AmiR-206 célgénekre gyakorolt hatdsanak vizsgalata miR-
206 transzfekciot kdvetden sejttenyészetekben

Ahhoz, hogy tanulmanyozhassuk a miR-206
SMARCB1-re és tovabbi célgénekre gyakorolt hatasat
permanensen transzfektaltuk az SS-iASC, IASC, HT-1080,
Caco2 és HDFa sejtvonalakat. A transzfekcid utan az o6t
sejtvonalbdl csak négyet tudtunk tanulmanyozni, ugyanis a
HDFa-206 sejtek az antibiotikum szelekciot kovetden
novekedésukben és  osztédasukban  megalltak, majd
elpusztultak.

A SMARCB1 expresszio az SS-iASC-206-ban 64%-ra,
az iIASC-206-ban 83%-ra csokkent szignifikansan (p<0,05). Az
SS-iASC-206-ban mért nagyobb csokkenés hatterében a
kimérikus SS18-SSX1 fehérje és a miR-206 egydttes hatésa
allhatott.



Csak a MET és CCND1 onkogének mutattak egyontetii
downregulaciét mRNS szinten a miR-206 hatasara, mely annak
koszonhet6, hogy a miR-206 ezen sejtvonalak esetén
feltételezhetéen szuppresszor miRNS-ként funkcionalt.

A miR-206 az SS-iIASC-206, iASC-206 és Caco2-206
sejtekben tllnyomodan a target gének downregulécidjat
eredményezte, mig a HT-1080-206-ban tébb célgént
fellilszabalyozott.

4.3. A miR-206 hatdsa a SMARCBL1 fehérje expresszidjara

Western blot vizsgalattal egyik sejtvonalon sem
tudtunk kimutatni SMARCBL1 fehérje expresszié csokkenést. A
SMARCBL1 immuncitokémiai vizsgalatok soran azonban az SS-
IASC-206 sejtek egy szubpopulaci6jaban  mérsékelt
SMARCBL1 expresszié csokkenés latszott, szemben az SS-
IASC sejtekkel. Ezt a finom csokkenést aramlas citometridval
is kimutattuk.

4.4. Az SS18-SSX fuzids transzkriptum, mint lehetséges
biomarker synovialis sarcomas betegek likvid biopszias
mintaiban

4.4.1. A betegek klinikai adatainak attekintése

Vizsgalatainkba 15 synovialis sarcomaval
diagnosztizalt beteget vontunk be. A betegek kdzott 4 férfi és
11 nd szerepelt. A diagnéziskor az atlagéletkor 45 év volt
(tartomany: 24-72 év). Kilenc esetben (60%) a tumor
perifériasan, mig 6 esetben (40%) centralisan helyezkedett el. A
diagnozis pillanatdban 10 péciens (66,7%) betegsége volt



attétes, disszeminalt, mig 5 beteg esetében (33,3%) nem volt
kimutathatd metastasis. SzOvettanilag 11 daganat (73,3%)
monofazisos altipusinak, mig 4 tumor (26,6%) bifazisos
hisztologiajunak mutatkozott. Osszesen 1 beteget (7,7%)
kezeltek kizarolag sebészi aton, a tovabbi 14 péciens (93,3%)
esetében a sebészi terapiat adjuvans kemo-és radioterapiaval
egészitették ki. A primer daganat 6 betegnél (40%) recidivalt.

4.4.2. A nested PCR és ddPCR eredményei a SS betegek
vérmintaiban

Nested PCR-rel egyik betegnél sem tudtuk detektalni az
SS18-SSX1/2  flziés  transzkriptumot  az  agar0z-
gélelektroforézist kovetden, azonban ddPCR-rel egy betegnél
kis mennyiségben kimutattuk az SS18-SSX2-es flzids
génterméket. Ennek a betegnek primer pulmonalis synovialis
sarcoméja volt, kombinalt kezelésen esett at, majd ezek ellenére
az ellenoldali tiid6ben attét alakult ki. A fennmaradé tizennégy
esetben nem tudtuk kimutatni a kimérikus transzkriptumot.
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5. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6bb megallapitasai a kovetkezok:

e Els6ként hoztuk 1étre és alkalmaztuk in vitro
sejttenyészeti modellként az SS18-SSX1-et kifejezd
immortalizalt zsirszoveti eredeti ~mezenchimalis
Ossejtvonalat, az SS-IASC-t, mely alkalmas in vitro
modellrendszere a synovialis sarcomanak.

e Az SS-iASC sejtvonal mind mRNS, mind fehérje
szinten stabilan kifejezi az SS18-SSX1 flzios gént.

e Az SS-IASC sejtvonalban a flziés gén sikeresen
indukalt mezenchimalis epithelialis tranziciot.

e A permanens miR-206 transzfekci6 utan 4 sejtvonalban
(iIASC-206, SS-iASC-206, Caco02-206 és HT-1080-
206) mért kiilonboz6 génexpresszids értékek arra
utalnak, hogy a miR-206 adott célgénre gyakorolt
hatdsa sejtvonal-fiiggd, vagyis a miR-206 egy erdsen
szdvet-és sejtspecifikus miRNS.

e A SMARCBI esetén latott mRNS és fehérjeszintii
eredmények arra utalnak, hogy a miR-206 onkomiRNS
szerepe fontos, de nem kizarélagos a SMARCB1 gén
csendesitésében synovialis sarcoma esetén.

e Synovialis sarcomas betegeinkkel végzett vizsgalataink

alapjan megallapitjuk, hogy a kezelés alatt allé
betegekben a tumor eredetii nukleinsav fragmentumok
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kimutathatdsaga ritka eseménynek szamit, igy a fazids
gén likvid biopszias mintakban valé kimutatasa
kevéshé alkalmas modszer a kitjulas kovetésére, vagy
egy esetleges metastasis kialakulasanak detektalasara.
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