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I. BEVEZETES

I.1. Altalanos bevezeté

A n6gyodgyaszat az egyik olyan sajatos szakteriilete a patolégidanak, ahol az immunhisztokémiai
vizsgdlatoknak kiemelt szerepe van a kiilonb6z6 kérallapotok (reaktiv elvaltozasok, jéindulatu
vagy rosszindulatu daganatok és rdkmegel6z6 allapotaik) diagnosztikdjdban. A gyakorlati
életben nem ritkdn immunhisztokémiai panelek alkalmazasaval sikeril csupan a kilonb6z6

korképeket egymastdl elkiiloniteni.

A méhnyakrdk és a méhnydlkahartyardk a n6i nemi traktus leggyakoribb rosszindulatu
daganatai kozé tartoznak. Mindkét daganattipus egy heterogén betegségcsoport eltéré

kéroktannal, molekularis hattérrel, kezelésre adott valaszkészséggel és kdrjdslattal.

Hisztomorfoldgiai sokszinliséglik miatt az egyes daganatokon belil - valamint a két daganat
esetén is - atfed6 morfoldgiaval taldlkozhatunk, melyek a mindennapi patoldgiai gyakorlatban

diagnosztikai kihivasokat jelentenek a pontos diagnézis feldllitasa soran.

Az EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) gén szamos human daganat kialakuldasdért és
mellett tobbféle rosszindulaty hdmdaganatban (orrgarat, emlg, tiid6, gyomor, vastagbél, maj,
hasnyalmirigy, maj, pajzsmirigy, prostata, hugyhdlyag, petefészek, méhtest, méhnyak) is
kimutattak. Bizonyitottdk fokozott expresszidjanak Osszefliggését a daganatok agressziv
klinikai viselkedésével is. Mindezek kovetkeztében az EZH2 onkolégiai diagnosztikus és

prognosztikus fontossagl marker egyarant lehet.

Az EZH2 élettani szerepe a ndi reproduktiv szervek vonatkozasaban nem teljesen tisztazott. A
négyogyaszati tumorokat tekintve az EZH2 fokozott expresszidjat irtdk le méhnyak
laphdmrdkban, méhnyalkahdrtya és petefészek daganatokban. Ezzel szemben méhnyak
mirigyhamrakra, illetve az endometrium daganatai koéziil carcinosarcomara vonatkozdan

irodalmi adatokat nem talaltunk.

Jelen dolgozat célja az EZH2 immunhisztokémiai marker diagnosztikai alkalmazhatdsaganak és
jelent6ségének elemzése volt nGgydgydszati szovettani mintdkon, beleértve a méhnyak

adenocarcinomait és a méhnyalkahartya carcinosarcomait.



I.2. A méhnyak rosszindulatu mirigyham daganatai

A méhnyakrak vilagszerte a nék negyedik leggyakoribb daganatos megbetegedése [1]. Az
esetek 70%-a laphamsejtes carcinoma (squamous cell carcinoma, SCC), mely szinte mindig
Osszefligg a human papillomavirussal (HPV). A legtobb fejlett orszagban a nemzeti sz(ré és
védéboltasi programoknak készonhetéen el6fordulasa csokkent az elmult néhany évtizedben
[2]. Az endocervicalis adenocarcinoma (ECA) el6forduldsa a laphdmcarcinomahoz képest
ritkdbb (20-25%) [3], klinikailag azonban rosszabb kérjéslattal, szovettanilag nagyobb
heterogenitassal jellemezheté [4]. A cervicalis laphamrakos esetekkel szemben a
mirigyhamrakos Uj megbetegedések gyakorisdga a fejlett orszdgokban - a szlir6programok
ellenére - novekedést mutat, els6sorban a fiatal, 55 év alatti korosztalyban [2]. A legtdbb
invaziv endocervicalis mirigyrak HPV asszocialt (HPVA ECA). A daganatbdl f6ként a HPV16, 18
és 45 altipusai mutathatdk ki, bar egyes epidemioldgiai megfigyelések alapjan a HPV18-as
fert6zés mellett a leggyakoribb [2][5]. A magas onkogén kockazatu HPV fert6zéshez tarsuld
laphdamrakokkal szemben a mirigyhamrdkok egy jelent6s szazalékdnak (10-15%)
kialakuldsdban azonban a HPV, mint kéroki tényez6 nem jatszik szerepet, igy ezen
daganatcsoport kiemelkedd klinikai jelent6séggel bir [6]. Ez utdbbiak rosszabb prognédzisuak a
HPVA adenocarcinomdkhoz képest, nemcsak a méhnyak, de egyéb HPV fert6zésre hajlamos
szervteriletek vonatkozdsaban is, mint a szeméremtest és a szajgarat [7][8][9]. A méhnyaki
mirigyhamdaganatok kockazati tényez6i a laphdmtumorokéhoz hasonldak. Kozéjik
sorolhatdk a tobb szexualis partner, ordlis fogamzasgatlok hosszantartd (10 év <) alkalmazasa,

hormonpétld terapia és az elhizas [10].

A méhnyak adenocarcinomaja atlagosan 50 éves korban fordul el8, gyakran hivelyi vérzéssel
jelentkezik [2]. A legtobb ECA az atmeneti zondban alakul ki, kisebb résziik a nyakcsatorna

proximalisabb részén és az alsé méhszegmens szomszédsagaban jelenik meg.

Makroszképosan exophyticus (polipoid, papillaris, nodularis) vagy kifekélyesedé |ézié. Ritka
esetben un. ,hordécervixet” képez a méhnyak faldnak megvastagoddsaval. Korai stadiumban,
mikor a daganat kizdrélag a nyakcsatornara lokalizalédik, a klinikai sz{rdévizsgalatok soran

észrevétlen maradhat.

A méhnyaki mirigyhamrakok csoportja tobb kiilonb6z6 rosszindulatu daganatot foglal

magdba, melyek morfoldgiailag is igen sokszinliek, legtobbjik kiilonb6z6 sejttipusok és -



mintdzatok keverékét mutatja. Bioldgiai viselkedésiik, gyakorisaguk is valtozatos.
Osztdlyozasuk az Egészségligyi Vildgszervezet (World Health Organization, WHO) rendszere
szerinti leird, els6sorban morfoldgiai tulajdonsagaikon, kiléndésen a cytoplasmaticus
jellemz6kon alapuld, amelyeket hematoxilin-eozin (H&E) festéssel értékelnek. A WHO a
kordbbi, negyedik kiadasdban (2014) tobb mint 10 ECA tipust killonboztetett meg, azok klinikai
viselkedése, bioldgiai jellemz6i és kezelési eredményei alapjan (1. tablazat). A mucinosus
kategdria magdban foglalta az intestinalis tipust, a pecsétgy(ir(isejtes és a ,nem
meghatdrozott” (NOS) altipusokat, melyek mindegyike lehet HPV fliggé és fliggetlen egyarant.
Ide tartoznak a minden esetben nem HPV asszocialt gastricus tipusu (GAS) ECA-k. Az
endometrioid carcinomat kizarélag morfoldgiai megjelenése alapjan diagnosztizaltak, emiatt
a valédi endometrioid adenocarcinomakat nehéz volt megkilonboztetni a HPV asszocialt nem
mucinosus adenocarcinomaktél, hisz a két daganattipus eltérd entitas. El6bbi a méhnyak vagy
méhtest endometriosisabdl, utédbbi magas kockdzatu HPV fert6zésbél ered [2]. A fenti
osztalyozasi rendszer a mindennapi gyakorlatban nehezen volt alkalmazhatd, kelld
reprodukalhatdésag, klinikai és/vagy patogenetikai jelent6ségének hidnya miatt, mely
korlatozta a betegek kezelését. Ennek a klinikai gyakorlati hidnyossdgnak a kikliszobolésére a
négydgyaszati patoldgia nemzetkdzi szakértSibdl allo bizottsag tobb mint 400 ECA esetet
vizsgalt meg egy Uj besorolds, a Nemzetkozi Endocervicalis Adenocarcinoma Kritérium és
Osztdlyozasi rendszer (International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification,
IECC) kidolgozasa érdekében, amely magaban foglalja a tumormorfoldgia, a HPV tesztelés
(HPVA/NHPVA), valamint immunhisztokémiai panelek (p16, p53, PR, vimentin) hasznalatat a
klinikum flggvényében [6]. Kés6bb a WHO a néi nemi szervek daganatait az Uj
hisztomorfolégiai- és kiilonosen a molekuldris patoldgiai adatok miatt fellilvizsgalta, igy a
jelenlegi, 2020-as WHO osztalyozas mar elsésorban Uj (molekuldris) patoldgiai adatok alapjan
épul fel [11][12]. A WHO nagymértékben elfogadta a 2018-as IECC-t [13][14]) (1. tablazat),
amely a 2021-ben felllvizsgalt cervicalis carcinoma interdisciplinaris S3-iranyelvében is

szerepel [15][16].

A WHO a néi nemi szervek daganatainak 2020-as osztdlyozasaban a méhnyak mirigyhdmsejtes
carcinomait etioldgidjuk és klinikai viselkedésik alapjan human papillomavirussal asszocialt
(HPVA) és HPV-fuggetlen (non-HPV-associated/HPV independent adenocarcinoma,
NHPVA/HPVI) csoportba sorolja.



1. tablazat: Az endocervicalis adenocarcinomdak besoroldsa a WHO 2014 és az IECC 2018/

WHO 2020 osztdlyozasi rendszer szerint

L*IECC 2018/WHO 2020 WHO 2014
F6 csoportok Tipusok Tipusok
1.°’HPVA ECA Szokvanyos 1. Szokvanyos
Szokvanyos - villoglandularis 2. Villoglandularis
Mucinosus, “NOS 3. Mucinosus, NOS
Mucinosus, intestinalis 4. Mucinosus, intestinalis
Mucinosus, pecsétgy(irlisejtes 5. Mucinosus, pecsétgylirisejtes
>i-SMILE
*Adenosquamosus
*Mucoepidermoid
*Adenoid basalsejtes
2. 3NHPVA ECA, Gyomor tipusu 6. Mucinosus, gastricus
3. NHPVA ECA, Vilagossejtes 7. Viladgossejtes
4. NHPVA ECA, Mesonephricus 8. Mesonephricus
5. NHPVA ECA, Endometrioid 9. Endometrioid
**6. NHPVA ECA, Serosus 10. Serosus
7. Invaziv adenocarcinoma, NOS 11. Invaziv adenocarcinoma, NOS
***Micropapillaris varidns
1International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification/Nemzetk6zi Endocervicalis Adenocarcinoma
Kritérium és Osztélyozasi rendszer; ZHuman papillomavirus-asszociélt endocervicalis adenocarcinoma; 3Non-HPV-
associated/Human papillomavirustdl fuggetlen endocervicalis adenocarcinoma; “Not otherwise specified/masként nem
mgghatérozhaté; 5(Invasive) stratified mucin-producing carcinoma/(invaziv) rétegzett mucintermel$ adenocarcinoma;
* Uj entitasok a WHO 2020 szerint;
*k IEFC és WHO 2014 szerinti ECA tipusok [12], a WHO 2020 mar nem tartalmazza;
*** Ujabb vizsgalatok alapjan [17] barmely ECA rendelkezhet micropapillaris varidnssal.

A HPVA ECA-kat a tumorsejtek cytoplasmajaban azonosithatd nyak mennyisége szerint tovabb

osztalyoztak:

A szokvanyos tipusu invaziv adenocarcinoma esetén az intracytoplasmaticus mucin aranya 0-
50%. E tipus messzemenden a leggyakoribb (75-80%) ECA, nagyon jellegzetes széveti képpel

[6][16]. Rakmegel6z6 allapota a szokvanyos tipusu in situ adenocarcinoma (adenocarcinoma

in situ, AIS). Kordbban a sejtek cytoplasmajaban azonosithaté nydk mennyisége szerint két
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szubtipusat kilonitették el, az endocervicalis (mucint tartalmazd) és az endometrioid (mucint
nem tartalmazd) altipust.

Az intracytoplasmaticus mucin  hidnya, a ,pseudoendometrioid” morfoldgia
differencialdiagnosztikai problémat okoz. Ugyanis nehéz elkiiloniteni a méhnyak és méhtest

valddi endometrioid carcinomajatél.

A szokvanyos tipus a daganatsejtek szerkezeti mintazata alapjan villoglandularis (exophytixus
hosszu, keskeny papilldk) mintdzattal rendelkezhet. Tovabba, el6fordulhat micropapillaris
(kis, szorosan 0Osszefligg6 sejtcsoportok) varidnsa is, igaz, e mintdzat barmely ECA-ban
jelentkezhet. A micropapillaris komponens rossz progndzissal tarsul, ezért fontos a

megkilonboztetése [17].

Endometrium vagy petefészek serosus carcinomara emlékeztet6 morfoldgia szintén
el6fordulhat, mely kihivast jelent a metastaticus carcinomaktdl valé elkilonitésben.

Ritkan benignus lapham elemek is megjelenhetnek a daganatban, ami ugyancsak megneheziti
megkllonboztetésiket pl. az adenosquamosus carcinomatdl vagy a méhtest lapham

differencialéddsu endometriod adenocarcinomajatél.

A mucinosus tipusu ECA esetén >50% a H&E festéssel értékelhetd intracytoplasmaticus nyak
aranya, cytomorfoldgiailag szokvanyos tipustak. Harom varidnsa, a mucinosus, a masként
nem meghatdrozhatd (not otherwise specified, NOS), az intestinalis (kehelysejtes) és a

pecsétgyliriisejtes ECA. Ezen daganattipusok a szokvanyosokhoz képest valdszin(ileg rosszabb

tuléléssel tarsulnak, ezért fontos az elkulonitésiik [18].

Az invaziv rétegzett mucintermeld carcinoma (invasive stratified mucin-producing carcinoma,
i-SMILE/ISMC) az endocervicalis adenocarcinomak agressziv tipusat képviseli, az 6sszes
méhnyakrak kevesebb mint 1%-a [19][20]. Morfoldgiailag oszlopos sejtek invaziv fészkei
jellemz6k ra széli palizacioval, valtozd6 mennyiségli intracytoplasmaticus mucinnal.
Rakmegel6z6 allapotat, a rétegzett mucint termeld intraepithelialis 1éziot (SMILE), elGszor
2000-ben Park és munkatarsai irtak le [21]. Sz6vettani képében atfedést mutat a magas foku
lapham intraepithelialis |ézidval (high grade squamous intraepithelial lesion, HSIL) és az in situ

adenocarcinomaval. Gyakran tarsul HSIL-lel, AlS-sel és laphamsejtes carcinomaval.
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A WHO 2020 Uj entitdsai az adenosquamosus és mucoepidermoid carcinomak. Ezen tipusok
laphdamsejtes és mirigyes differencidciét egyarant mutatnak, a méhnyak tumorok 5-6%-at
alkotjak [12]. Magas onkogén kockazatu HPV16 és 18 infekcidval tarsulnak. Korabban rosszabb
prognozist feltételeztek, de a jelenlegi tanulmanyok szerint a tobbi méhnyak mirigyham

daganathoz hasonld kimenetellek [22].

Az adenoid basalsejtes carcinoma szintén uj HPVA ECA tipus. Magas onkogén kockazatu HPV-
vel Osszefligg6 daganat, mely egyarant tartalmazhat egy alacsony fokd adenoid basalis
daganatot, amelyet epitheliomanak nevezhetiink, és kiilonb6z6 tipusu invaziv carcinomdkat.
E kevert daganatot el kell kiloniteni az adenoid basalis hyperplasiatél és a reserv sejtes

eredetl nem neoplasticus 1ézidktol, melyek HPV és p16 negativak.

Az NHPVA/HPVI adenocarcinomak az 6sszes ECA korllbelll 15%-4t teszik ki a legtébb nyugati
orszagban. El6fordulasuk Kelet-Azsidban magasabb lehet az ebben a régidban viszonylag
gyakori gyomor tipusi ECA miatt [18]. Ide tartoznak a gyomor tipusu, vilagossejtes,
mesonephricus és endometroid ECA-k. Rakmegel6z6 elvaltozdasok a gyomor tipusu
daganatokhoz kothet6k csupan, melyek a lobularis endocervicalis glandularis hyperplasia
(LEGH) — kiilon6sen annak atipusos formdja -, és a gyomor tipusu in situ adenocarcinoma
(gastric-type adenocarcinoma in situ, gAlS). A tébbi tipusnak nincs azonositott prekurzor

lézidja.

A gyomor tipusu ECA (gastric-type endocervical adenocarcinoma, GAS) vilagszerte a
leggyakoribb NHPVA varidns, kivéve Japant, ahol a masodik leggyakoribb (>20%)
endocervicalis mirigyrdk [2][23]. E daganatok kiilonb6z6 morfoldgidjuak lehetnek,
cytomorfologiailag és immunhisztokémiai szempontbdl is mas, féként pancreatobiliaris
eredetl (pancreaticus ductalis carcinoma, cholangiocarcinoma) neoplasidkat utanozhatnak.
Extrémen jol differencialt varidansa a korabban adenoma malignumként ismert minimalis
eltéréslii adenocarcinoma (minimal deviation adenocarcinoma, MDA), melyet el6szor
Gusserow irt le 1870-ben [24]. Nehéz elklloniteni ket a benignus glandularis 1ézidktdl (mély
Naboth-cysta, endocervicalis glandularis hyperplasia), kiillénésen a kis biopsias mintdkon. A
gyomor tipusu daganatformadk kilakuldasanak hatterében allé molekularis mechanizmusokat
jelenleg is kutatjak. Gyakoribb el6forduldasukat Peutz-Jeghers szindrémas betegek korében

(11-17%) is megfigyelték [25][26].
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A vilagossejtes tipusu ECA a méhnyak mirigyhdmrakok minddssze ~4%-at teszi ki [18]. Kordbbi
megfigyelések szerint in utero dietilstilbestrol hatasnak kitett fiatal n6kben fordult el6.
Manapsag ezek az esetek ritkdk [27]. Cytomorfoldgiailag (vilagos/eosinophil cytoplasmaju
daganatsejtek) utanozhatnak gyomor tipusi adenocarcinomadkat, benignus mirigyhamlézidk

koziil Arias-Stella reakcidt vagy microglandularis hyperplasiat.

A mesonephricus ECA nagyon ritka (<1%) [6]. E daganattipus toébbféle ndvekedési mintazat
variacioit (solid, ductalis, papillaris, tubularis, glomeruloid, ivarléc-szer(i, sarcomatoid)
mutathatja. Szovettani jellegzetessége a mesonephricus maradvanyokra emlékeztet6
intralumindlis eosinophil kolloidszer( anyag. Az endometrioid, serosus, vilagossejtes vagy a
szokvanyos tipusu HPVA daganatoktdl vald elkilonitését kiegészité vizsgalatok (HPV teszt,
immunhisztokémiai vizsgalat) segitik. Hisztoldgiai képe a florid mesonephricus hyperplasiat is
utanozhatja. Differencialdiagnézisat utdébbiaktdl is molekularis vizsgalatok segitik. Friss
tanulmanyok Kirsten patkdny sarcoma virus onkogén homolég (Kirsten rat sarcoma viral

oncogene homolog, KRAS) mutdciét bizonyitottak a legtobb ilyen ECA-ban [28][29].

Az endometrioid tipusi ECA a méhnyak egy nagyon ritka (<1%) elsédleges daganata, mely
nagy valdszinliséggel endometriosis hatterében alakul ki. Diagndzisanak feldllitasakor
korultekint6en kell eljarni, konnyen félrediagnosztizalhatd a primer, human papillomavirushoz
asszocialt szokvanyos tipusu ECA-val. A hisztopatoldgiai vizsgdlat soran a diagndzisdhoz un.
,megerGsitd jeleket” (pl. endometriosis jelenléte) sziikséges észlelni. Emellett HPV tipizalas és
immunhisztokémiai markerek nyujthatnak segitséget a megkiilonboztetésiikben. Bizonyos
esetekben a méhnyakra terjed6 méhtest és petefészek eredetli endometrioid

adenocarcinoma lehet&ségének klinikai kizarasa is szlikségessé valhat.

A serosus ECA, mint NHPVA tipus az IECC/WHO 2014 osztidlyozasi rendszerben még
megtalalhatd, a 2020-as WHO beosztas mar nem tartalmazza. Jelen allasfoglalds szerint ezen

formak metastaticus serosus malignitasok [6][11][14][18].

Az invaziv adenokarcinoma NOS azon nagyon ritka rosszindulatu daganatokra alkalmazott
kategdria, melyek morfoldgiailag egyik csoportba sem sorolhatdk. A kevés rendelkezésre 4allé
adat szerint legtobb esetben HPV asszocidltak és blokk tipusu pl6 pozitivitas jellemzi.

Differencidldiagnosztikajukat a HPVA és NHPVA ECA-kon kivil a laphdmsejtes és
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adenosquamosus carcinoma képezi még. Az utdbbi esetén a két malignus komponenst

(lapham és mirigyhdam) a H&E festett metszeteken fel kell ismerni.

Diagnosztikai algoritmusok:

Az Egyesiilt Allamok és Kanadai Patolégiai Akadémia (USCAP) 2020-as taldlkozéjan az
endocervicalis adenocarcinomdk osztalyozdsara vonatkozd ajanlasok [18] szerint a
diagnodzishoz sziikséges kiegészit6 vizsgalatokat (pl. p16 immunhisztokémiai marker) nem
szlikséges rutinszerlen végrehajtani, mivel a morfoldgia szorosan 0sszefligg a HPV statusszal.
Nehezen elddnthets esetekben, a diagnosztikai algoritmus a cytoplasmaban kimutathato nyak
mennyiségén alapul, valamint kiegészit6 vizsgalatok (pl. HPV-teszt, pl6 és GATA3
immunhisztokémia) hasznosak lehetnek a kilonb6z6 szbvettani variansok és utanzataik
differencialdiagnosztikajdban (1-2. dbra) [30]. Az RNS-alapu in situ hibridizacié (ISH) magas
kockazatu HPV esetén nagyobb érzékenységet és fajlagossagot mutat, mint a HPV DNS
polimeraz lancreakciod (polimerase chain reaction, PCR) [31]. A HPVA ECA-k identifikdkasaban
az RNS alapu ISH-nak a p16-hoz képest kivald a szenzitivitasa, specificitasa, tovabba a pozitiv

és negativ prediktiv értéke [6].

A HPVA és NHPVA ECA és az endometrioid endometrium carcinoma (EMC)
immunfenotipusara vonatkozd folydiratokban leirt adatok felhaszndlhaték diagnosztikai
algoritmusok megalkotdsara [18][30][32][33] (1-2. abra, Stolnicu és munkatarsai 2019-es

kdzleménye [30] nyoman).
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Limitalt intracytoplasmaticus mucin

|

HPV-ISH

.\ .
HPVA (95%) / \ NHPVA

Szokvanyos tipusu ECA Endometrioid/
Mesonephricus/

ER+
Endometrioid EMC / Vildgossejtes ECA/

(~90%) Endometrioid EMC
(FIGO G1 és G2)/

Endometrioid ECA ER- l
Mesonephricus ECA GATA3 +

. Mesonephricus/
(100%) GATA3 - Vilagossejtes ECA
Vilagossejtes ECA (100%) «———

1. abra: Az endocervicalis adenocarcinomak immunhisztokémiai algoritmusa minimalis
mennyiségl intracytoplasmaticus nydk esetén (Stolnicu és mtsai. 2019-es kdzleménye [30]

nyoman)

A humadn papillomavirus in situ hibridizaciéja (HPV-ISH) és a hormonreceptor IHC vizsgalatok

hasznosak a méhnyak és méhnyadlkahartya mirigyrakok megkiilonboztetésére.

Limitalt cytoplasmaban lévé nyak esetén (1. abra) a magas kockazatu HPV-ISH 95%-os
pontossaggal valasztja el a HPVA szokvanyos tipusu adenocarcinomdt az endometrioid EMC-
t6l és az NHPVA endometrioid, mesonephricus és a vildgossejtes tipusu ECA-ktdl. Az 6sztrogén
receptor (estrogen receptor, ER) expresszidja, mely nagyon ritkdn lathaté mesonephricus és
vildgossejtes carcinomakban, ~90%-os pontossaggal elkiloniti a FIGO beosztds szerinti
mirigyesen jol (Grade 1) és kbzepesen (Grade 2) differencialt EMC-t az NHPVA mesonephricus
és vilagossejtes ECA-ktdl. Noha a GATA3 kot fehérjérdl kevés adat all rendelkezésre, az eddigi
tanulmanyok szerint szinte 100%-ban megbizhatd marker a mesonephricus lézidk
differencidldiagnosztikajaban. Mig a mesonephricus ECA esetek kb. 96%-a mutat GATA3

pozitivitast [34], addig a vildgossejtes tipusu daganatok alatlaban GATA3 negativak [18].

A HPV-ISH mellett az IHC vizsgdlatok segitenek elkiiloniteni a HPVA szokvanyos tipusu ECA-t

az EMC-tél. El6bbinél a pl6 marker szinte mindig diffiz pozitivitast mutat, utdbbinal
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jelolédése foltos vagy negativ [18]. Az endometrioid EMC-vel szemben a szokvanyos ECA
altalaban ER, progeszteron receptor (PR) és vimentin negativ, carcinoembryonalis antigén

(CEA) pozitiv [18].

Leginkdbb problematikus terlllet az extrém ritka NHPVA endometrioid tipusu ECA
megkllonboztetése a méhnyalkahartya eredetl endometrioid adenocarcinomatdél, ugyanis
mindkét daganat HPV negativ és immunprofiljuk is hasonldé, mindkett6t ER, PR, vimentin, CK7
és ,paired box” 8 (PAX8) pozitivitas jellemzi. A p16 marker segithet, mely a méhtest eredetd
endometrioid carcinoma esetén foltos pozitivitdst mutat, a cervix eredet( pedig altalaban p16
negativ, de el6fordulhat un. blokk tipusu fest6dés is. Ilyen esetekben nélkilozhetetlen a
klinikai, radioldgiai és makroszképos jellemz6k kozti 6sszefliggések értelmezése, mivel a

kezelés nagymértékben fligg a daganat szarmazasi helytdl.

Intracytoplasmaticus mucin

|

HPV-ISH

+
HPVA (100%) / \ NHPVA

Mucinosus ECA

Mucinosus EMC (75-90%) y

Gyomor tipusu ECA (100%)

Gyomor tipusu ECA/
Mucinosus EMC

2. abra: Az endocervicalis adenocarcinomdk immunhisztokémiai algoritmusa egyértelmd

intracytoplasmaticus nydk esetén (Stolnicu és mtsai. 2019-es koézleménye [30] nyomadn)

Az ECA-k sokszinlisége miatt a HPV-asszocidlt és a HPV-fliggetlen formdk kozotti
kiilonbségtétel jelentds klinikai kovetkezményekkel jar. Tanulmanyok igazoljak, hogy a HPV-
fliggetlen méhnyak mirigyhamdaganatokban szenvedd betegek esetén a teljes tulélés (overall
survival, OS), a betegségmentes tulélés (disease-free survival, DFS) és a progresszidmentes

tulélés (progression-free survival, PFS) szignifikdnsan kedvez6tlenebb, mint a HPV-vel
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Osszefliggésbe hozhatd rakos megbetegedésben szenvedd tarsaiké [14][35]. Ezen kiviil az
NHPVA ECA-k eltér6 és szokatlan novekedési mintazatokkal rendelkeznek és mashogy
reagalnak az onkoldgiai kezelésre. Az a tény, hogy egyes méhnyak mirigyrdkok HPV-
fluggetlenek, fontosak a HPV-oltasi stratégidk és szlir6programok szempontjabdl. Mivel a
HPVA és NHPVA endocervicalis adenocarcinomdk molekuldris mozgatorugdi eltéréek,
feltétlentil ismerni kell egyedi tulajdonsagaikat. Tovabbi klinikai kisérletek, genomikai
vizsgdlatok és célzott terdpiak altal remélhet6leg még inkabb értelmezhet6bbé valnak ezen

ritka daganatok és variansaik.

I.3. A méhnyak jéindulatu mirigyham elvaltozasai

A méhnyak sejtjei rendkivil valtozatos olyan reaktiv sejteltéréseket mutathatnak, melyek nem
specifikusak, azonban rosszindulatu neoplasticus sejtelvaltozasokat imitalnak vagy egylittes
el6fordulas esetén elfedik azokat. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal is csak korlatozott
mértékben kiilonboztethet6k meg egymastdl kilondsen biopsias mintdkban. A méhnyak
mirigyek WHO 2020 osztalyozasi rendszere szerinti jéindulatu elvaltozasait és az altaluk
utanzott rosszindulatu korképeket a 2. tablazat tartalmazza [12]. A tabldzatban szerepl6
entitasok kozott talalhatd néhany olyan elvdltozds, melyekkel leginkabb a négydgyaszati
és/vagy férfi urogenitalis patoldgidban szakavatottak talalkoznak ritkasaguknal fogva, példaul
a méhnyak mlleri papillomaja, a diffuz laminaris endocervicalis hyperplasia, a mesonephricus

maradvany és hyperplasia, az endocervicosis és az ectopids prostata szovet.
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2. tablazat: A méhnyak mirigyek WHO 2020 osztalyozasi rendszere szerinti joindulatu

elvaltozasai és az altaluk utanzott malignus korképek

Benignus glandularis léziok Imitalt malignus lézidk
Endocervicalis polip Adenosarcoma
Tuboendometrioid metaplasia AIS

Endometrioid 2EMC

Naboth cysta 3SMDA / Adenoma malignum

Alagut csoport (Tunnel cluster) MDA

4HPVA ECA - Szokvanyos tipus

Endocervicalis AIS

Microglandularis hyperplasia Endometrioid / Mucinosus EMC

Vilagossejtes ECA

HPVA ECA - Szokvanyos tipus

Endocervicalis AIS

Arias-Stella reakcié Vildgossejtes ECA

Méh serosus papillaris carcinoma

HPVA ECA

Lobularis endocervicalis glandularis hyperplasia | MDA

Gyomor tipusu ECA

>gAlS

Mulleri papilloma Botryoid rhabdomyosarcoma
AIS

Endocervicosis MDA

Urothelialis adenocarcinoma

Diffuz laminaris endocervicalis hyperplasia MDA

Mesonephricus maradvany és hyperplasia Mesonephricus ECA

Vilagossejtes ECA

MDA

Ectopids prostata szovet AlS

1Adenocarcinoma in situ; 2Endometrium carcinoma; 3Minimal deviation adenocarcinoma/minimalis eltérés(i
adenocarcinoma; “Human papillomavirus-asszocidlt endocervicalis adenocarcinoma; >Gastric-type adenocarcinoma in
situ/gyomor tipusu in situ adenocarcinoma.
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A méhnyak polipok esetében - féként azok felszini hamjaban - nagy gyakorisdggal észlelhet6k
erosio, gyulladas okozta sejtmag eltérések és metaplasticus elvdltozdsok, ennélfogva
adenosarcomat imitdlhatnak [36]. A reaktiv endocervicalis mirigyhdmsejtekben gyakori
jelenség a sejtmagok megnagyobbodasa és megsokszorozddasa, valamint a petevezetd
mirigyhamsejtjeire emlékeztet6 metaplasticus elvaltozas csillész6rok megjelenésével
(tubalis/tuboendometrioid metaplasia). A tubalis/tuboendometrioid metaplasiat az in situ
adenocarcinomaval és a méhtest endometrioid adenocarcinomaval lehet Osszetéveszteni
[37]. Leginkabb resecatumokban azonosithatdk alagut csoportok (tunnel clusterek), illetve az
atmeneti zéna szintjében a stromaba mélyen benyuld mirigyek formdjaban megjelend Naboth
cystak, melyek elsGsorban jél differencialt gyomor tipust endocervicalis adenocarcinomat,
masnéven a kordbban adenoma malignumként ismert minimalis eltérési adenocarcinomat
utanozhatnak [37]. A microglandularis hyperplasia (MGH) egy jéindulati endocervicalis
mirigyproliferacio, mely altaldban premenopauzalis nék mintdiban fordul el8, ezen kiviil
varanddssaghoz vagy progeszteron kezeléshez kotheté. Posztmenopauzalis n6k endometrioid
EMC-je hasonld szoveti képpel jarhat. Ritkan ECA felszini vagy széli részének szoveti képe
utanozhatja. Az MGH és EMC elkiilonitésében a p63, valamint a foszfataz és tenzin homoldg
(posphatase and tensin homolog, PTEN) immunhisztokémiai markerek nyujtanak segitséget
[38][39][18]. Ugyancsak varanddssdg, vagy progeszteronnal kezeltek, tovabbd terhességi
trophoblastos betegségben szenveddk esetében differencidldiagnosztikai szempontbdl
jelent6s benignus mirigyhamelvaltozas az Arias-Stella reakcid, melyet tobbek kozott a
vilagossejtes ECA-t6l kell megkulonboztetni [18][40]. A lobularis endocervicalis hyperplasia
elsGsorban a nyakcsatorna felsg, felszines részére lokalizalt metaplasticus elvaltozas, melynek
sejtjei gyomor (pylorus) tipusu differencialddasuak, igy elsédleges differencialdiagndzisa a jol
differencialt gyomor tipusi ECA/MDA. A ritkasagnak szamitd entitdsok kozil a méhnyak
Milleri papilloma f6ként prepubertaskorban el6forduld jéindulatd tumor, mely botryoid
rhabdomyosarcomat és méhnyak AlS-t utanozhat [41]. Az endocervicosis a Miiller-cs6 eredeti
elvaltozasok koziil a legritkabb. Els6ként higyhdlyagban irtak le, a méhnyakban kevésbé fordul
el6. Feltételezések szerint a kismedencei hashartydbol vagy retroperitoneumbdl ered. Ezen
pseudoneoplasticus mirigyes elvaltozast jéindulati mucinosus endocervicalis tipusi hammal
bélelt, egyenetlen elrendezés(i, gyakran cysticusan tagult mirigyek jellemzik, melyek a
méhnyak faldan keresztiil a kérnyezd szovetre terjednek. Fontos elkiiloniteni a malignus

korképektsl, mint az MDA és az urothelialis adenocarcinoma [42]. A diffuz laminaris
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endocervicalis hyperplasia ugyancsak MDA-t [43], a mesonephricus maradvany és hyperplasia
mesonephricus és vildgossejtes ECA-t, tovabbd MDA-t is utdnozhatnak [18]. A méhnyaki
ectopids prostata szovetet els6ként 1997-ben irtdk le, melyet szitaszerl (cribriform) és
keszty(ujjszeri  (papillaris) mintdzatd benignus dilmirigy  csoportok alkotnak.
Immunhisztokémiai vizsgalat soran prostata specifikus antigén és prostata specifikus savas
foszfatdz, ujabb megfigyelések alapjan NKX3.1 pozitivitdst mutatnak. A cervix in situ

adenocarcinomajaval téveszthet6 dssze [44].

Egy tanulmany szerint a PAX2 immunreaktivitas hasznos marker lehet a mesonephricus
hyperplasia és a lobularis endocervicalis mirigy hyperplasia MDA-t6l vald

megkllonboztetésére, és a tubalis metaplasia endocervicalis AlS-tél valé elkiilonitésére.

Osszességében a diffuz, erds nuclearis PAX2 expresszids mintdzat a méhnyak mirigy

proliferacidkban jéindulatu diagndzist jelez [37].

I.4. Méhnyalkahartya daganatok és az carcinosarcoma

A méhnyalkahdartyarak az invaziv négydgydaszati rosszindulati daganatok leggyakoribb
formaja, az Egyesiilt Allamokban az &sszes néi rosszindulati daganatos megbetegedés
soraban a negyedik helyet foglalja el, a n6k daganatos haldlozasanak hatodik leggyakoribb oka,
vildgszerte novekvd incidencidval és haldlozassal [12][45][46][47]. A legtobb forma
sporadikus, becslések szerint 5%-a orokletes csupan, leggyakrabban Lynch-szindrémaval
tarsul [48]. A daganat vonatkozdsdban bizonyitékokon alapuld sziirési lehet6ségek nem allnak

rendelkezésre.

Etioldgia és klinikai jellemz6k alapjan az EMC-ket 1983 6ta a mai napig két kiilonbo6z46, 1-es és
ll-es tipusba soroljdk. Ez az epidemioldgiai megfigyeléseken alapuld felosztds, mint a
méhtestrak Bokhman-féle klasszifikacidja ismeretes [49]. A két patogenetikai csoporthoz a
daganat egyes szOvettani tipusai a késGbbiekben lettek hozzdrendelve. Az I-es tipusu
endometriumrdk a gyakoribb (70-80%), hatterében ellensulyozatlan Osztrogén hatas all.
Szovettanilag ebbe a csoportba sorolanddk a jol differencialt, alacsony foku (Grade 1 és 2)

endometrioid EMC-k. Rdkmegel6z6 allapotaik az endometrialis hyperplasiak atipia nélkil vagy
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atipiaval (endometrium atipusos hyperplasia, EAH; masnéven endometrium intraepithelialis
neoplasia, EIN). A ll-es tipusd EMC klinikailag ritkdbb, ugyanakkor agresszivebb, "de novo"
kialakulé forma. Ebbe a tipusba tartoznak a magas gradusu daganatok, mint a Grade 3
endometrioid EMC, a savos, vilagossejtes, differencidlatlan carcinoma és a carcinosarcoma

[50][51].

A legtobb méhnyalkahartyarak korai staddiumban kerll felismerésre, kérjoslatuk eziltal
kedvezl. Az esetek egy részében azonban el6fordul, hogy alacsony gradus és stadium ellenére
a kovetés soran lokoregionalis daganatkitjulas (4-7%) vagy tdvoli attétek (7-17%) keriilnek
észrevételre. A megfigyelések azt mutatjdk, hogy az l-es tipusi méhnyalkahartyarakban
szenvedd nGk ~20%-anal tapasztalhatd visszaesés, mig a ll-es tipusi EMC esetén a betegek
felénél figyelhet6 meg daganatkitjulas vagy progresszid. Az 0Osszes méhnydlkahartya
daganatos eset hozzdvet6legesen 20%-a haldlos kimenetell. A legfontosabb kdrjoslati
faktorok a daganatstadium, a szovettani tipus, a gradus, az invazido mélysége a méh
simaizomzatdban, tovabbi megfigyelések szerint a vér- és nyirokér érintettség és a daganat

hormonreceptor statusza egyarant meghatarozo [52].

Még 2013-ban, a Rakgenom Atlasz (The Cancer Genome Atlas, TCGA) program keretében
megtortént az endometriumrakok genomikai jellemzése, lehetévé téve az objektivebb és
reprodukalhatdbb klasszifikacidjukat. Az eredmények alapjan a méhnyalkahartyarakok négy
molekuldris altipusba sorolhatdk: (1) Polimeraz epszilon exonukledz domén ultramutalt
(POLEmut) formdk; (2) hipermutalt rdkok mismatch repair deficienciaval (MMRd) és
mikroszatellita instabilitassal (MSI); (3) nem specifikus molekularis profild (NSMP) csoport, ide
tartoznak az alacsony mutacids ratdju daganatok alacsony DNS-kdpiaszdm rendellenességgel,
melyek vad tipusu p53 immunorekativitdst mutatnak (p53wt) (4) rendellenes (abnormalis)
p53 immunfest6désli/TP53 mutacios (p53abn), vagy masnéven serosus-szerd csoport, melybe
az alacsony mutdciés ratdju, magas gyakorisdgd DNS-kdpiaszam rendellenességgel
jellemezheté endometriumrakok tartoznak. A POLE ultramutalt fenotipus és a mikroszatellita
instabilitds kedvez6bb progndzisu betegségekhez kapcsolodik, mig a kdpiaszam
rendellenességekhez tartozé6 daganatok rossz kimenetellel jarnak. A p53abn a
legkedvezGtlenebb tuléléssel jaré molekularis altipus, bar az endometrium carcinomak
minddssze 15%-at teszi ki, ez a molekularis altipus felel6s az EMC-kel kapcsolatos mortalitas

50-70%-4ért [53]. Az endometrium carcinomak 2020-ban kdzzétett uj WHO klasszifikacidja (3.
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tablazat) elismeri ezen molekuldris alosztalyozdast. Azonban az Uj kiadas tovabbra is morfoldgia
alapjan, az immunhisztokémia segitségével rendszerezi a daganatokat, mivel egyes
molekuldris technikak vilagszerte tovabbra sem hozzaférhet6k. A biopsids mintan alapuld
morfoldgiai diagndzis pedig kivald korrelacidt mutat a kés6bbi hysterectomids mintan alapuld
molekuldris osztalyozassal [54][55][56]. A 3. tablazat a hisztotipusok és molekularis altipusok
Osszefliggését tartalmazza. Az EMC-k tobbsége mind a négy molekuldris szubtipusba
sorolhatd. A + jelek szdma korreldl az egyes daganatok %-os megoszldsaval (+++: >50%; ++: 10-
50%; +: <10%), megmutatjak, mely molekularis alcsoportba sorolhaté leginkdbb az adott

hisztotipus [12][55].

3. tablazat: Az endometrialis carcinomak besoroldsa a WHO 2020 klasszifikacid szerint és

molekularis alosztalyozasuk

EMC hisztotipusok Molekularis altipusok
LPOLEmMut ’MMRd 3NSMP 4p53abn

Endometrioid carcinoma °>Gr1-2 +* ++ +++ +

Gr3 ++ ++ ++ ++
Serosus carcinoma - + + +++
Vildgossejtes carcinoma + + +++ ++
Differencialatlan és + ++ ++ ++
dedifferencialt carcinomak ++ ++ ++ +
Kevert carcinomak + ++ + +++
Mas endometrialis carcinomak/
Uj entitasok:
Mesonephricus adenocarcinoma ? ? ? ?
Mesonephricus-szeri - - +++ -
adenocarcinoma
Laphdmsejtes carcinoma
Gyomor tipusU mucinosus
carcinoma
Carcinosarcoma + ++ + +++
1Polimerdz Epszilon exonukleaz domén ultramutalt; 2Mismatch repair deficiencias; 3Nem specifikus molekularis profily;
4Abnormadlis p53 immunfest6désl/TP53 mutécids; °Grade/gradus;
*Az EMC hisztotipusok %-0s megoszlasa a molekularis altipusok kozott: +++ = >50%; ++: = 10-50%; + = <10%; ? = nincs
irodalmi adat réla

Az endometrioid carcinoma messze a leggyakrabban el6fordulé rosszindulati ham eredet(
méhdaganat. Jellemz6en atipusos hyperplasia hatterében alakul ki. Az alacsonyabb foku

(Grade 1-2) endometrioid EMC-k leggyakoribb molekularis szubtipusa az NSMP, a magas foku
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(Grade 3) daganatok tobbsége az MMRd csoportba tartozik. A serosus carcinoma a masodik
leggyakoribb méhnydlkahdartyarak, az esetek ~10%-at teszi ki. Tulnyomédrészt a
p53abn/serosus altipusba tartozik. A vildgossejtes carcinoma ritka hisztotipus, a pontatlan
diagnosztikai kritériumok miatt pontos gyakorisaga nem ismert, az endometrium carcinomak
<10%-at (valdszinlleg ~2%) alkotja. Barmelyik molekularis szubtipusba tartozhatnak, dontéen
a nem specifikus molekularis profild csoport tagjai. A differencidlatlan és dedifferencidlt
carcinomadk klinikailag agressziv EMC hisztotipusok. Ezen hamdaganatok nem mutatnak
specifikus szdrmazasi differenciaciot, leggyakoribb molekuldris altipusuk az MMRd, el6bbiek
37%-a, utdbbiak 43%-a sorolhatd ide. A ,kevert méhtest carcinoma” elnevezés akkor
alkalmazandd, ha két kilonallé szévettani tipus azonosithatd, melyek kozil legaldabb az egyik
serosus vagy vilagossejtes. A WHO Uuj kiadasa szigortan tamogatja, hogy mindkét komponens
egyértelmlen endometrialis carcinoma kilonb6z6 hisztotipusa legyen, melyeknek
morfolégiailag és immunhisztokémiailag is kilénbdzniik kell. A dedifferencialt EMC és a
carcinosarcoma bar definicié szerint kevert daganatok, nem tartoznak bele ebbe a
diagndzisba. A kevert EMC-k tulnyomé tobbsége a p53abn kategdridba tartozik. A WHO 2020-
as osztdlyozasba négy Uj entitas keriilt bevezetésre: a mesonephricus és mesonephricus-szer(
adenocarcinoma, a laphdmsejtes carcinoma és a mucinosus gastrointestinalis tipusu
carcinoma. Az endometriumot és a méhnyakat egyarant érint6 esetek
differencialdiagnosztikai kihivast jelentenek. Mivel ezen morfoldgiaju elsédleges daganatok
leginkabb a méhnyakra jellemz&ek, fontos kizarni a cervicalis eredetet. A mesonephricus és
mesonephricus-szerli adenocarcinoma bar sok morfoldgiai, immunhisztokémiai és
molekuldris hasonldsaggal bir, kozulik csak a mesonephricus carcinoma mutat hatarozott
bizonyitékot a mesonephricus maradvanyokra. Etioldgiajuk tovabbra is rejtélyes, de KRAS és
ARID1A mutdcidkat mindkét daganatban leirtak. Az endometrium laphamsejtes carcinomaja
az el6bbiekhez hasonléan rendkiviil ritka daganat. Kockazati tényez6 a HPV fert6zés mellett
krénikus gyulladasos allapotok és korabbi besugarzas. A gastricus/gastrointestinalis tipusu
primer mucinosus endometrium carcinomat csak a kdzelmultban irtak le, mivel kordbban
azokra a méhnyakban kialakuld ilyen morfoldgidju daganatokra helyezték a hangsulyt, ahol
gyakrabban fordul el6. Ez utébbi négy, ritka hisztotipus molekularis profiljardl kevés adat all
rendelkezésre. A mesonephricus-szerli EMC-ket tekintve minden rendelkezésre allé adat arra

utal, hogy az NSMP molekularis altipusba tartoznak [57].[12][56]
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A meglehetésen agressziv és extrém ritka, a méhtest tumorok <5%-at alkoté méhtest
carcinosarcoma (uterine carcinosarcoma, UCS), mely kordbban a vegyes epithelialis és
mesenchymalis tumorok (kevert Miiller-csG-eredet(i tumor/malignant mixed Millerian
tumor, MMMT) csoportjaba tartozott. Jelenleg az endometrium carcinoma kiilon tipusaként
osztalyozandd. Endometrialis carcinomava vald atkategorizalasa, szemben a kevert ham és
kot6szoveti malignitdssal az egyik legfontosabb valtozas a kordbbi kiaddshoz képest [56]. E
kétfazisu daganat rosszindulatu epithelialis (carcinoma) és rosszindulaty homoldg vagy
heterolég mesenchymalis (sarcoma) komponensbdl all [58]. A malighnus hamkomponens
altalaban magas foku carcinoma, leggyakrabban serosus carcinoma, ezt kdvetGen lehetnek
endometrioid, vildgossejtes, differencialatlan és kevert hisztotipusok is. A mesenchymalis
komponens leggyakrabban magas foku vagy differencidcié nélkili sarcoma. A heterolég
sarcomas alkotéelemek koziil a rhabdomyosarcoma (RMS) fordul el6 leggyakrabban. Azonban
chondrosarcoma, osteosarcoma és liposarcoma is megfigyelheté [59][60]. Agressziv klinikai
viselkedésiik a magas gyakorisagu DNS-képiaszam-rendellenesség tulsulydval magyarazhatdé
[12][56]. DONnt6 tobbségik tehat ezen p53abn molekularis altipusba sorolhato, ritkabban az
EMC masik hdrom molekuldris altipusahoz is tartozhatnak [61][62]. A tanulmanyok jérésze
tdmogatja a metaplasticus monoklonadlis vagy konverzids elméletet, miszerint az UCS egyetlen
neoplasticus sejttipus metaplasticus transzformdciéjabol fejlédik ki [63]. Bizonyitékok
tdmasztjak ala, hogy az UCS-t egy epithelialis-mesenchymalis 4tmenet (EMT) okozza, amely
lehet6vé teszi, hogy a carcinomas sejt mesenchymalis/sarcomas sejt fenotipussa valjon, igy
képes elvandorolni a szarmazasi hamrétegbdl [64]. Az EMT-elméletet a magas epithelialis-
mesenchymalis tranzicids gén expresszids profilja tdmasztja ald, és valdszinileg a mikroRNS-
promoterek epigenetikai valtozasainak, valamint a hiszton génmutacidok és amplifikdcidk
kovetkezménye [61]. Egyes tanulmanyok szerint az UCS-k alacsony szazaléka - a kollizids
elméletet tdmogatva - valddi kollizidos daganatnak tlinik, mivel molekuldrisan biklonalis, és

nagy valdszinliséggel két fliggetlen sejtpopuldcidbdl fejlédik ki [65].

Az UCS szignifikdnsan rosszabb progndzisi a tobbi magas fokd endometrialis
adenocarcinomahoz képest, mint példdul a Grade 3 endometrioid EMC, vagy a serosus és

vilagossejtes carcinomak [66].

A p53 egy gyakran haszndlt immunhisztokémiai marker az endometrium carcinomak

diagnosztikajaban, és a TCGA adatbdzisa alapjan az UCS-k tobb mint 90%-a TP53 mutdaciot
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tartalmaz [55]. Hasonldképpen, a pl6/Retinoblastoma (Rb) utvonal szerepét az UCS

patogenezisében is mar bizonyitottdk kordbban [67].

I.5. Enhancer of zeste homolog 2

A human Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) gén a 7-es kromoszdma hosszu karjanak 35-6s
régidjaban (7q35) taldlhatd és az EZH hiszton-lizin-N-metiltranszferdz fehérjét kddolja
[68][69]. 20 exont tartalmaz, melyek 613 aminosavbdl allé fehérjét kddolja [70]. Az EZH2
fehérjének 6t funkcionalis alegysége ismert: az EED fehérje kotéséért felel6s domén (EED
interaction domain, EID), mely az ,,embriondlis ektoderma kialakulds” (embryonic ectoderm
development, EED) fehérje megkotéséért felel; a nem-kédolé RNS-kot6 domén (non-
codingRNA-binding domain, ncRBD); a SWI3, ADA2, N-CoR, TFIlIB DNS-kot6 domén (SANT-
domén), mely a hisztonok megkotésében jatszik szerepet; valamint a ciszteinben gazdag CXC
domén (cysteine-rich domain, CRD) és a Su(var)3-9, Enhancer of zeste, Trithorax domén (SET-

domén), melyek a metiltranszferaz aktivitasért felel6sek [70].

1.5.1. Az EZH2 expresszio és szerepe a daganatok kialakulasaban

Az EZH2 gén a polycomb fehérjecsoport tagja. Utdbbiak fontos epigenetikai regulatorok,
jelentds szerepet jatszanak a sejt proliferdciéban, &ssejt differencidciéban, valamint a
rosszindulaty daganatos atalakulds soran torténd aberrdns génexpresszidban. A polycomb
fehérjéket két komplex alkotja, a polycomb represszor komplex 1 és 2 (polycomb repressive
complex, PRC1,PRC2). A PRC2 egy kdzponti tagja az EZH2, ill. tovdbbi harom kulcsfontossagu

komponense az EED, a suppressor of zeste 12 (SUZ12) és az Rb asszocialt fehérje 46 [70].

Az EZH2 az egyik legtobbet vizsgalt hiszton-metiltranszferdz, mely a H3 hisztonfehérje 27.
aminosav-pozicidjaban |év6 lizin trimetilaciéjat katalizdlja, EMT-t indukdlva [71][72].
Hatdsmechanizmusat tekintve PRC2 fliggéen katalizalja a harmas hiszton trimetilaciéjat, igy
hozzajarul a transzkripcié csendesitéséhez. Tovabbd szdmos non-hiszton fehérje szubsztratot

tud aktivalni, ami a transzkripcié aktivaciojat és csendesitését egyarant eredményezi. Ezen
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kival transzkripciés faktorok koaktivatora révén PRC2 filiggetlenlil a transzkripcid
aktivaciéjaban van szerepe [73]. Az EZH2 expresszio és aktivitds a daganatsejtekben genetikus,
transzkripcids, poszttranszkripcids és poszttranszlacids szinteken szabalyozott, melyekbdl

kovetkezik az EZH2 szamos élettani funkcidéban betoltott szerepe [72][77].

Az EZH2-nek els6dleges szabalyozé funkcidja van a normal és neoplasticus sejtek proliferacids
és differenciacids folyamataiban, valamint a tumorgenezisben azaltal, hogy elnémitja szamos
tumorszuppresszor gén - beleértve a p21 [74], p16 [75]és p27 [76] — transzkripcidjat [77]. Az
EZH2 a Wnt jeldtviteli at inhibitorainak gatlasaval indirekt mddon aktivalja a Wnt atvonalat,
el6segitve ezdltal a tumorsejtek invazidjat [78]. Az EZH2 tulzott expresszidja gatolja a Rad51
DNS-javitd enzim muikodését, mely megzavarja a helyredllité Utvonalat és onkogének
abnormalis expresszidjat okozza [79]. Bizonyitékok igazoljak, hogy az EZH2 indukalja az EMT-t
[71][72]. Fontos szerepet jatszik az embrionalis fejlédésben, az X-kromoszdéma inaktivacidban,
az Gssejtek sokoldalusaganak fenntartasaban és a daganatos attétképz6désben [70][80].
Onkogén szerepe mellett az EZH2 tumorszupressziv hatasat is azonositottdk, mint példaul T-
sejtes akut lymphoblastos leukémidban (T-ALL) [81], hasnyalmirigy és vildgossejtes
veserakban [82][83], és diffuz kdzépvonali gliomaban [84]. Ugyanis az EZH2 gatlasa egyes
daganattipusoknal tdmogatja a rdk progresszidjat. S6t mi tobb, az EZH2-nek dont6 szerepe

van a T és NK sejtek medidlta immunvédekezésben is [73][85][86].

Tanulmdanyok igazoljdk, hogy az EZH2 szdmos human daganat kialakuldsaban és
elérehaladdsaban szerepet jatszik. Ennek hatterében a gént érinté funkcidnyerd és
funkcidveszt6 mutacidk, az EZH2 fehérje tulzott expresszidja, ill. a H3K27 demetilaz gént

érint6 mutdciok allnak [73][87].

Az EZH2 fehérje fokozott expresszidjat tObbféle rosszindulati daganatban kimutattdk,
beleértve az orrgarat [88], eml§ [89], a tiid6 [90], a nyelScsd [91], a gyomor [92], a vastagbél
[93], a hasnyalmirigy-epeuti traktus [94], a maj [95][96], a pajzsmirigy [97], a prostata [98], a
vese [99] és a hugyhdlyag [100] carcinomait. Az EZH2-t alaposan tanulmdanyoztdk a
leggyakoribb négydgyaszati malignitdsokban is, mint példdul a méhnyak [101], a méhtest
[102][103] és a petefészekrak [104][105]. Tovabbd az EZH2 tulzott expresszidjat megfigyelték
melanomdban [106], tobbféle agydaganatban, tobbek koézt gliomaban [107] és
glioblastomaban [108], hematoldgiai daganatokban, mint pl. a diffiz nagy B-sejtes lymphoma

[109], a myelodysplasids szindréma, akut myeloid leukéma [110], és a myeloma multiplex
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[111], valamint lagyrész sarcomdkban [112][113]. Bizonyitottak azt is, hogy az EZH2
overexpresszidja Osszefliggésbe hozhatd a daganatok agressziv klinikai viselkedésével, és
potencialis differencialdiagnosztikai markernek javasoltak. Fokozott expresszidja 6sszefligg a
daganatsejtek proliferacidjaval, és tavoli metastasisokhoz vezet. Ennélfogva az EZH2 a
daganatterapia potencialis célpontja, ezért az EZH2-inhibitorokkal torténé preklinikai és

klinikai vizsgdlatok intenziven zajlanak [114][115][116][117][118][119][120][121][122].

1.5.2. Az EZH2 expresszio szerepe a n6gyogydaszati daganatokban

Az EZH2 élettani szerepe a ndi reproduktiv szervek vonatkozasaban nem teljesen tisztazott. A
fejlédésében betoltott szerepét allatkisérletes modellekkel igazoljdk. Fang és mtsai. kutatasi
eredményei szerint az EZH2 fenntartja a méh epithelialis integritdsat részben azaltal, hogy
gatolja a basalis-szer(i sejtek differencialédasat és az endometrium hyperplasia kialakulasat.
Kimutattak, hogy az EZH2 delécidja fokozott gyulladdst okoz, illetve noveli az epithelialis

rétegz6dést, szerepet jatszva a méhnyalkahartyarak kialakulasaban [123][124][125].

A belsé nGi nemi szervek normal szoveteiben expresszidja valtozatos és kiilonb6z6 intenzitasu.
A hively és a méhnyak laphamjanak also felében, f6ként a basalis harmad sejtjeinek magjaban
erds jelolédést mutat, a méhnydlkahdrtya Osszességében gyenge pozitivitassal bir (a
mirigyhamban a jel6l6dési mintazat valtozd, a stroma sejtjeiben nem vagy csekély mérték( az
expresszio). Az endocervicalis mirigyhamban, a méhtest simaizomzataban, a normal

petefészekben EZH2 jel6l6dés nincs vagy nem mutatkozik.

A néi reproduktiv szervek malignus daganatainak kialakuldsdban az EZH2 fehérje tulzott
expresszidja a f6 mechanizmus, azonban pontos szerepe még nem tisztdzott. Az EZH2
expresszidja vulvardkban nem ismert, mig a cervix lapham- és az endometrium carcinomaban,
valamint az ovarium epithelialis eredet(i és granulosa sejtes daganataiban fokozott

expressziojat irtak le [101][102][103][104][105].

Az endocervicalis mirigyrdk EZH2 expresszidjdra, annak differencidldiagnosztikai

alkalmazhatdsagara vonatkozdan irodalmi adat nem all rendelkezésre.
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A méhnyalkahartya daganatok kozil a - korabban emlitett - méhtest carcinosarcoma (UCS)
EZH2 expresszidjardl és klinikopatoldgiai 6sszefliggéseir6l ugyancsak korlatozott adatok alinak
rendelkezésre. Az irodalomban EZH2 pozitivitds UCS-ben csupan egyetlen efflzids cytoldgiai

mintdban kimutatva van jelen [126].
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Il. CELKITUZES

Munkank soran célkitlizésiink volt az EZH2 expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalata
kiilonb6z6 n6gydgyadszati szovettani mintakon. A négydgydszati daganatok sokszinlsége
ellenére az EZH2 diagnosztikai alkalmazhatdsagardl kevés irodalmi adat all rendelkezésre.
Méhnyak laphamrdkban az EZH2 expresszidja ismert volt, melynek tudataban intézetlinkben
az adott immunhisztokémiai vizsgalatokat e markerrel kiegészitettiik. Ezzel szemben méhnyak
mirigyham daganatok EZH2 expresszidjarol sz6l6 adatot egydltalan nem taldltunk. Egy kett8s
cervix tumoros minta EZH2 markerrel torténd vizsgalata soran észleltiik, hogy az in situ
laphamcarcinoma mellett az invaziv endocervicalis adenocarcinoma neoplasticus mirigyei
egyarant diffuz pozitiv fest6dést mutattak. Feltételeztiik, hogy a fokozott pozitivitas
kimutathaté lesz a tobbi esetben is, abban bizva, hogy az EZH2 a méhnyak adenocarcinoma
diagndzisat megkonnyiti. Tovabbi megfigyelésiink sordn az EZH2 hasonldan erds fest6dést
mutatott a kifejezetten ritka és agressziv méhtest carcinosarcoma (UCS) sejtjeiben is. Korabbi
tanulmanyt erre vonatkozéan sem taldltunk. Bizonyitékok igazoljak, hogy az EZH2 el8segiti az
EMT-t, ezért feltételeztiik, hogy az EZH2 fokozott expresszidja is szerepet jatszhat az UCS

patogenezisében. A fentiek megvdlaszolasara a kovetkez6k vizsgalatat tliztuk ki célul:

II.1. A dolgozat els6 részében az EZH2 nuclearis expresszidjanak kimutatdsa invaziv és in situ
endocervicalis adenocarcinomakban (ECA és AlS), 6sszevetve a normal endocervicalis hdmmal
és a nem neoplasticus endocervicalis 1ézidkkal. Az expresszids mintazatok 6sszehasonlitasa és
elemzése, a differencidldiagnosztikdban, mint segitséget nyujté marker fajlagossaganak és

érzékenységének kiértékelése.

[1.2. A munka mdsodik részében az EZH2, valamint a p16 és p53 biomarkerek expresszidjanak
vizsgdlata méhtest carcinosarcomakban, valamint lehetséges szerepiik elemzése az UCS

komponenseinek és hisztotipusainak diagndézisaban és hisztogenezisében.
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I1l. ANYAG ES MODSZEREK

Ill.1. Betegek és vizsgalati mintak

A PTE KK Szillészeti és NG6gyogyaszati Klinikardl évente kb. 2400 paciens mintaja érkezik
patolégiai vizsgdlatra. Fénymikroszképos vizsgalathoz a formalinban fixalt mintdkbdl szabvany
kdrszovettani protokollok szerint 4um vastag H&E festett metszetek készililnek. A szévettani

diagnodzisok alapjat az érvényben lévé WHO klasszifikacié képezi [12].

Dont6en a Pécsi Tudomanyegyetem Patholdgiai Intézetének és részben a Tolna Megyei
Balassa Janos Koérhaz (Szekszard) Patholdgiai Osztalyanak archivumabdl kivalasztott
szovetmintak formalinban fixalt, paraffinba dgyazott blokkjaibdl késziilt metszetein végeztiink
retrospektiv vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsaganak
engedélyével (PTE/57682/2017, KK/644-1/2020). Az érintett személyek klinikopatoldgiai
jellemzGit - ugymint az életkoruk, szovettani vizsgdlataik szama, ideje és eredménye -

statisztikai analizisre alkalmas formaban, Excel tablazatban rogzitettiik.

l11.1.1. Az EZH2 expresszio vizsgalata endocervicalis l1ézidkban

Vizsgdlatunkba 2007-2017 kozott diagnosztizalt eseteket vontuk be, melyek biopsia,
kdpkimetszés (conisatio) és méheltavolitds (hysterectomia) soran eltdvolitott szévetekbdl

szarmaztak.

Otvennégy neoplasticus endocervicalis 1éziét vizsgaltunk, melybdl 37 invaziv endocervicalis
adenocarcinoma (ECA) és 17 in situ adenocarcinoma (AIS) volt. Ezen esetek kozll 12-ben
egyidejlleg magas foku squamosus intraepithelialis |ézi6 (high grade squamous intraepithelial
lesion, HSIL) is mutatkozott. Egyidej alacsony foku squamosus intraepithelialis 1ézi6 (low

grade squamous intraepithelial lesion, LSIL) csupan egy mintaban fordult eld.

Osszesen 32 nem neoplasticus endocervicalis 1ézi6t (15 reaktiv atipia, 9 microglandularis

hyperplasia, 3 tuboendometrioid metaplasia, 3 tunnel cluster, 2 endometriosis) elemeztiink.
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A szomszédos normal endocervicalis mirigyhamot is attekintettik, mely az 54 rosszindulatu

esetbdl 34-ben, ill. valamennyi nem daganatos mintdban jelen volt.

111.1.2. Az EZH2, p16 és p53 expresszio vizsgalata méhtest carcinosarcomakban

Az EZH2, pl1l6 és p53 markerek jelol6désének tanulmanyozasdhoz a 2012-t6l 2019-ig
diagnosztizalt méh carcinosarcomak egymas utani eseteit gydjtottik Ossze a Pécsi

Tudomanyegyetem Patholdgiai Intézet archivumabdl.

Osszesen 28 méhtest carcinosarcoma eset 22 hysterectomiabdl és 6 biopsiabdl szdrmazé

mintdin végeztik az immunhisztokémiai vizsgdlatokat.

111.2. MAdszerek

111.2.1. Szovettani vizsgalatok

Formalinban fixalt és paraffinba dgyazott szovetmintak H&E festett metszetei minden esetben
rendelkezésre dlltak. Ezen targylemezeket ujraértékeltiik, hogy kivalaszthassuk a
legmegfelel6bb — a carcinosarcomakat illetéen mind az epithelialis, mind a mesenchymalis
komponenst egyarant tartalmazd reprezentativ - blokkokat az immunhisztokémiai
vizsgdlatokhoz minden egyes betegre vonatkozdan. Az endocervicalis adenocarcinomakat a
Nemzetkozi Endocervicalis Adenocarcinoma Kritérium és Osztalyozasi rendszer (International
Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification, IECC) alapjan kategorizaltuk [6]. A
carcinosarcomak epithelialis és mesenchymalis komponenseit a jelenlegi WHO klasszifikacio
szerint tovabbi hisztotipusokba soroltuk. Az IECC és a WHO szerinti szovettani mintazatokat

ezeken az eredeti, rutin H&E festett targylemezeken detektaltuk.

111.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémia el6tt a formalinban fixalt, paraffinba agyazott blokkokbdl mikrotémmal
4 um vastag metszeteket készitettlink szilannal bevont targylemezre, majd 20 percig 60 °C-on

raolvasztottuk.
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Az immunfestések Leica Bond Max automatizalt immunhisztokémai és in situ hibridizacios
automatdn (Leica Biosystems, Bannockburn, IL) késziltek. A primer antitest detektaldsat a
gyarté ajanldsa szerint a Leica Bond Polymer Refine Detection Kit-tel (Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tyne, Egyesilt Kirdlysag) végeztik. Az egér monoklonalis EZH2 antitestet
(6A10 klén) a Leica Biosystems (Newcastle Upon Tyne, Egyesiilt Kiralysag) cégtdl szereztiik be,
és 1:200-as higitasban alkalmaztuk, a nyal monoklondlis p53 antitestet (SP5 klon) pedig a

Thermo Fisher Scientific cégt6l (USA), utdbbit szintén 1:200-as higitdsban haszndlva.

Az immunfestési protokoll in situ paraffinmentesitést és EZH2 esetében pH9-es (20perc), p53
antitest esetében pH9-es (30 perc) epitdop feltarast (97 °C-on), peroxid blokkolast (5 perc),
elsédleges antitest inkubaciot (15 perc), posztprimer antitest inkubaciot /nydlban termelt
egér-ellenes IgG-vel (8 perc), polimer nyul-ellenes Poly-HRP-IgG-vel (8 perc)/, kromogénként
diaminobenzidin (DAB) inkubaciot (10 perc), majd hematoxilinnal valé hattérfestést (5 perc)

tartalmazott. Pozitiv és negativ kontrollok minden reakciéban szerepeltek.

Az egér monoklonalis Cintec p16 antitestet (E6H4 klon) a Ventana Medical Systems Inc.
(Tucson, AZ, USA), RTU azaz gyarilag el6higitott formaban a Benchmark Ultra automatdval
detektdltuk. Az immunfestési protokoll teljes egészében automatizaltan deparaffindlast, 64
perces pH8-as epitdp feltarast (97 °C-on), 20 perces primer antitest inkubalast és gyari

Ultraview DAB Kit felhasznalasat foglalta magdaban.

111.2.3. Az alkalmazott immunreakciok kiértékelése

A dolgozat alapjat képezé munka mindkét részében, valamennyi immunreakcio kiértékelését
elvégeztem, melyet végil témavezetém, Dr. Kovacs Krisztina ellen6rzott. Ezen értékeléseket

a tovabbi alpontok mindegyikében az 6 nevére hivatkozva teszem.

111.2.3.1. Az EZH2 expressziod vizsgalata endocervicalis l1éziokban

Az immunreakcidk szemikvantitativ analizisét hdarom, tébb mint 15 éves szakmai tapasztalattal

rendelkezé patologus szakorvos (Kdlman Endre, Kovdcs Krisztina, Oszter Angéla) végezte

31



egymastol fliggetlendl. Az eseteket akkor tekintettiik pozitivnak, ha 40-szeres (40x) nagyitassal
egyértelmd pozitiv jelol6dés volt lathatd. A pozitiv eseteket a magfestédéssel rendelkezd
sejtek szazalékos ardnya szerint tovabb osztdlyoztuk: <10% fokalisan pozitiv ,+”, 10-50%

részlegesen pozitiv ,++” és >50 % diffuz pozitiv ,+++” [99][127][128][129].

Az immunreaktivitds elemzése nemcsak a neoplasticus és nem neoplasticus elvaltozasokat,
hanem - ha a metszetben kimutathatd volt - a szomszédos normal mirigyhdmot is magaba
foglalta. Az egyidejli squamosus cervicalis intraepithelialis neoplasidkat nem vettiik

figyelembe a kiértékelés soran.

1.2.3.2. Az EZH2, pl6 és p53 expresszid vizsgdlata méhtest

carcinosarcomakban

Ebben a vizsgalatban az EZH2 és a p16 immunreaktivitas szemikvantitativ meghatdrozasat két
patolégus szakorvos (Kovacs Krisztina, Oszter Angéla) végezte kilon a hdam és kilon a
mesenchymalis komponensekre egyarant. Az el6z6 vizsgalathoz hasonldan a 40x nagyitassal
nyilvanvalé pozitivitdst tekintettiik pozitiv esetnek, melyeket a tumorsejtek nuclearis
fest6désének szazalékos aranya (+: <10%, fokalisan pozitiv; ++: 10-50% koz06tt, részlegesen
pozitiv; +++: >50%, diffuz pozitiv) és intenzitasa (0: nincs fest6dés, 1+: gyenge, 2+: kozepes,
3+: erGs) szerint tovabb osztdlyoztunk [99][127][128][129]. A korabbi tanulmanyokhoz
hasonldan a festédési indexet a fest6dés szazalékos aranyanak és intenzitasanak szorzataként
szamitottuk ki egy nullatdl kilencig terjed6 skalan [130][131]. Ez alapjan a daganatokat
fokozottan expresszald (fest6dési index > 4) vs. alacsonyan expresszalo (festédési index < 4)
kategoéridba soroltuk. Mas tanulmanyokhoz hasonléan mindkét marker esetében csak a
magban mutatkozé barna szinreakciét tekintettiik pozitivnak [71][72]. A p16 cytoplasmaticus

fest6dését figyelmen kivil hagytuk.

A p53 immunreaktivitdst a NOgyodgyaszati Patolégusok Nemzetkdzi Tdarsasaganak
(International Society for Gynecological Pathologists, ISGyP) ajanlasai [132] szerint hataroztuk
meg (kiértékelSk: Kovacs Krisztina, Eles Kldra). A p53 fest6dési mintazatot vad tipustinak vagy
aberransnak (ez utébbi tovabb osztdlyozhatd, mint diffz nuclearis, null vagy cytoplasmaticus
expresszio) értékeltik. Enhez elsé |épésként a nuclearis fest6dési mintazatot vizsgaltuk annak
megallapitasara, hogy a festédés eloszldsa és intenzitasa megfelel-e a p53 diffuz nuclearis
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mintazat (80% feletti er6s és diffuz magfestédés) vagy a p53 null mintazat (a nuclearis festédés
teljes hidnya valamennyi sejtben) kritériumainak. Amennyiben egyik mintazat sem
igazolddott, masodik [épésként a cytoplasmaticus festédést értékeltiik, hogy elkilonitsik a
p53 cytoplasmaticus mintazatot (kozepestdl az erésig terjedd cytoplasmaticus fest6dés) a p53
vad tipusutdl (elszort sejtmagfestédés). Ennek megfelelGen, az ISGyP ajanlas szerint a vad
tipusu (normal) mintazat akkor teljesil, ha elszért nuclearis fest6dés van jelen hidnyzé vagy
gyenge cytoplasmaticus fest6dés mellett; az aberrans/diffuz nuclearis mintazat akkor teljesil,
ha 80%-ban er6s és diffuz magfest6dés van jelen (cytoplasmaticus festédéssel vagy anélkiil);
az aberrans/null mintazat valamennyi sejtben a nuclearis fest6dés teljes hidnya esetén
(cytoplasmaticus festédés nélkil) teljestl; az aberrans/cytoplasmaticus mintazat pedig akkor
teljesil, ha mérsékelt vagy erés cytoplasmaticus festédés van jelen diffuz nuclearis expresszié

hidnyaban [133].

111.2.4. Statisztikai elemzés

111.2.4.1. Az EZH2 expresszio vizsgalata endocervicalis |ézidkban

A kiértékelés végzs szakorvosok kdzotti egyetértést az osztalyon bellli korrelacids egylitthatd
(Intraclass Correlation Coefficient, ICC) [134] segitségével hataroztuk meg mind a malignus,
mind a benignus elvaltozasok elemzésében. Kétiranyud, abszolut megegyezés tipusi modellt
alkalmaztunk. Mind az egyéni, mind az atlagos értékelési megbizhatésagot kiszamitottuk. Az
elemzést MedCalc statisztikai szoftverrel futtattuk (version 13.0.0.0, MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgium) [135].

A tovabbi, leiré és analitikus statisztikdkhoz a 1ézidkra és - ha jelen volt - a normal mirigyhdmra
vonatkozo egyedi értékeléseket bindris Osszesitett értékeléssé (overall score) alakitottuk at.
Ez alapjan az immunexpressziot fokozottnak tekintettiik, ha a harom szakérté kozil legalabb
ketts ,++” vagy ,+++” értéket adott. Az immunreaktivitast negativnak/fokalisan pozitivnak
definialtuk, ha minimum két elemzé ,-” vagy ,+”-nak mindGsitette az esetet. A szomszédos
normal mirigyhamot akkor vettiik be a statisztikai vizsgalatba, ha legalabb két értékels szerint

jelen volt a metszetben.
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A neoplasticus (ECA és AlS) és a nem neoplasticus léziok immunreaktivitdsdnak 6sszesitett
értékelését statisztikailag a Fisher-féle egzakt teszttel (MedCalc) hasonlitottuk 6ssze. A 0,05

alatti ,p” értéket tekintettik statisztikailag szignifikdnsnak.

Az EZH2 overexpresszid diagnosztikai teljesit6képességét (szenzitivitas, specificitas, pozitiv és
negativ prediktiv érték) szintén a MedCalc segitségével értékeltik a kovetkez6k
Osszehasonlitdsa soran: a) neoplasticus vs. nem neoplasticus elvaltozdsok, b) neoplasticus vs.

normal mirigyhdm és c) neoplasticus lézidk vs. nem neoplasticus l1ézié és normal endocervix.

.2.4.2. Az EZH2, pl6 és p53 expresszido vizsgalata méhtest

carcinosarcomakban

Ebben a vizsgalatban az EZH2 és a p16 esetében mindkét komponensben kiszamitottuk a két
kiértékel§ fest6dési index (alacsony vagy fokozott expresszid) pontszamainak atlagat. A
fest6dés szazalékos aranyanak és intenzitdsdnak értékeit tovabbi elemzés céljabdl
Osszesitettiik. Az eltérd p53 mintazatokat Ujraértékeltiik, a végeredményt konszenzus alapjan
hataroztuk meg. Az EZH2 és a pl16 fest6dési indexeket és a p53 festédési mintdzatokat
Osszehasonlitottuk az epithelialis vs. mesenchymalis komponensek, a serosus vs.
endometrioid carcinoma komponensek, valamint a homoldg vs. heterolég sarcoma
komponensek kozott. A hisztotipus Osszehasonlitdsbdl a kevert és a differencidlatlan
epithelialis tipusokat alacsony esetszamuk miatt kizartuk. A minta elemszamatdl figgéen Khi
négyzet probat vagy Fisher egzakt teszteket haszndltunk a kategorikus értékek (festédési
index és p53 festédési mintazat) 6sszehasonlitdsara, mig Mann-Whitney tesztet az ordinalis
értékek (fest6dés szazalékos aranya és intenzitdsa) dsszehasonlitdsara. Az epithelialis és a
mesenchymalis komponensek kozotti konkordanciat kappa (K) teszttel értékeltiik. Az 6sszes
statisztikai tesztet ezuttal is Medcalc programmal végeztik [135]. Statisztikailag

szignifikansnak a 0,05-nél kisebb ,,p” értéket tekintettiik [136].

111.2.5. Fotédokumentacio

A metszeteket 3D HISTECH Pannoramic MIDI szkennerrel digitalizaltuk, majd Pannoramic és

CaseViewer szoftver segitségével fotddokumentacioét készitettiink.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Az EZH2 expresszid endocervicalis lézidkban

Az eredeti H&E metszetek Ujraértékelése soran az 6sszesen 54 endocervicalis — 37 invaziv
(ECA) és 17 in situ (AIS) —adenocarcinoma eset koziil 12-ben egyidejl HSIL, egy mintaban pedig

LSIL volt jelen. A betegek atlagéletkora 44,5 év volt (29-84 év).

Az IECC alapjan torténé besorolds sordn az ECA-k donté tobbsége (a kohorsz 92%-a) human
papillomavirussal 6sszefliggé adenocarcinoma (HPVA) volt (4. tablazat). Ezen csoporton bell
az altipusok kozott a szokvanyos tipusd adenocarcinoma volt a leggyakoribb (a kohorsz 88%-
a). Ezt kovette a villoglandularis; mucinosus, masként nem meghatarozott (not otherwise
specified, NOS); a mucinosus, intestinalis, véglil az invaziv rétegzett mucintermel carcinoma

(invasive stratified mucin-producing carcinoma, iSMILE) (3%) tipus.

Mindossze 3 ECA (8%) volt a human papillomavirustél fliggetlen adenocarcinomdkhoz
(NHPVA) sorolhatd, melyek kozul két serosus (papillaris) és egy endometrioid altipust

azonositottunk.

A neoplasticus léziok EZH2 immunhisztokémiai elemzésének részletes eredményeit az 4.

tablazat (ECA esetek) és az 5. tablazat (AIS esetek) foglalja 6ssze.

Az 6sszes neoplasticus endocervicalis 1éziét (ECA és AlS) mindharom kiértékelS szakorvos EZH2
pozitivnak talalta. Ezen 54 esetbdl egy kivétellel valamennyi elvaltozas (98,14%) fokozott EZH2

expressziot mutatott (fokozott overall score/6sszesitett értékelés) (3-5. abra).
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3. abra: Fokozott EZH2 expresszid neoplasticus endocervicalis 1ézidokban (al, b1l: H&E; a2,b2:
EZH2). (a1,a2) Invaziv adenocarcinoma (ECA) méhkaparékban (lasd 1. tbl. 23. e. sz.; nagyitas:
20x). (b1,b2) In situ adenocarcinoma (AIS) conisatumban (lasd 2. tbl. 17. e.sz.; nagyitas:

b1=20x és b2=30x).
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4. dbra: Endocervicalis adenocarcinoma (szokvanyos tipus) H&E és EZH2 festéssel. (a) ECA H&E
festett metszete, (b) ECA fokozott nuclearis EZH2 fest6dése (lasd 4. tbl. 17. e.sz.; nagyitas:
100x).

5. abra: Cervix in situ adenocarcinoma (AIS) és egyidej(i in situ laphamcarcinoma (CIN3) H&E
és EZH2 festéssel. (a) AIS+HSIL/CIN3 H&E festett metszete, (b) AIS+HSIL/CIN3 fokozott
nuclearis EZH2 fest6dése (lasd 2. tbl. 11. e.sz.; nagyitds: 200x).
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Az 54 rosszindulatd mintdbdl 34-ben (63%) szomszédos normal mirigyhamot észlelt legalabb
két kiértékel6. A harom szakérts atlagosan a detektdlt normal mirigyhdm esetek 88,3%-dban
nem talalt EZH2 immunfest6dést, minddssze 11,7%-ban volt fokalis pozitivitas megfigyelhetd.
(részletek a 4. és 5. tablazatban). Az immunhisztokémiai elemzés mind a 34 esetben

negativ/fokalisan pozitiv overall score-t eredményezett.
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6. abra: EZH2 in situ endocervicalis adenocarcinomaban és a szomszédos normal szovetben.
Az immunhisztokémia azt mutatta, hogy a daganatos mirigyekben az esetek 98%-aban
fokozott az EZH2 expresszid, mig a normal mirigyhamban egy esetben sem (0/66) lattunk EZH2
fest6dést. A kulonbség szignifikans (p<0,05). (a) EZH2 fokozott expresszidja malignus
endocervicalis mirigyekben és a normal endocervix negativ immunreaktivitdsa (nagyitas:
200x), (b) EZH2 negativ normal endocervicalis mirigy (nagyitas: 400x), (c) EZH2 diffuz pozitiv

malignus endocervicalis mirigy (nagyitas: 400x), (a-c: lasd 2. tbl. 17. e.sz.).
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4. tablazat: ECA esetek klinikai adatai és az EZH2 immunreaktivitas eredményei

Tipus (IECC®)

EZH2 Immunreaktivitas*

Normal endocervicalis ham

Neoplasticus endocervicalis

sl s Diagndzis léziok
szam kor ~ —
Kiértékel6 Osszesitett Kiértékel6 Osszesitett
1| 2 | 3 | értékelés® 1 2 3 értékelés'®
ECA HPVAS®/ | o @ | | +
Mucinosus,
1. 83 intestinalis
2. 84 ECA HPVA/Szokvanyos - o | - - +H+ | | +
3. 74 ECA HPVA/Szokvanyos o | o | o [} I I +
4, 53 ECA+CIN3? HPVA/Szokvanyos - + - - | | +
ECA NHPVA7/ - - - = + + ++ -
5. 50 Endometrioid
6. 48 ECA HPVA/Szokvényos | ¢ | ¢ | - ? HH+ |+ | +
7. 49 ECA+CIN3 | HPVA/Szokvényos | ¢ | ¢ | @ @ HH+ | | +
8. 48 ECA HPVA/Szokvényos | ¢ | ¢ | - ? |+ |+ +
9. 42 ECA+AIS HPVA/Szokvényos | + | - - = +++ | | +
10. 45 ECA HPVA/Szokvédnyos | - | - | - - HH+ | | +
11. 37 ECA HPVA/Szokvényos | - | - | - - H+ |+ | +
ECA HPVA/ [} ) 1) [0) +++ | |+ +
12. 41 Villoglandularis
13. 37 ECA HPVA/Szokvanyos ? [9) @ [ S T +
14. 36 ECA+CIN2 HPVA/Szokvanyos | & | - - - ++ |+ |+ +
15. 30 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - +H+ |+ | +
16. 31 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - +H+ | HH | +
17. 90 ECA HPVA/Szokvanyos o | @ ) [0} 4+ | A | A+ +
18. 43 ECA HPVA/Szokvanyos o | o | - ') ++H+ | | +
19. 43 ECA HPVA/Szokvanyos o | o | o 1) HH+ | | +
ECA HPVA/ ¢ | @ - ') +H+ | | +
20. 49 Mucinosus NOS?
21. 44 ECA HPVA/Szokvanyos | ¢ | ¢ | @ @ +H+ | HH | +
22. 47 ECA HPVA/Szokvanyos | @ ) [0} 4 | A | A+ +
23. 32 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - +H+ | | +
24, 42 ECA HPVA/Szokvanyos o | o | o 1) | | +
25. 37 ECA HPVA/Szokvanyos - - - = +++ | | +
26. 54 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - +H+ | | +
27. 52 ECA HPVA/Szokvanyos | @ - [0} 4+ | | 4+ +
28. 50 ECA HPVA/Szokvanyos o | o | - ') +H+ | | +
29. 36 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - | HE | +
30. 86 ECA HPVA/Szokvanyos ? [9) @ [ ++ ++ ++ +
31. 45 ECA HPVA/Szokvanyos [0} 1) - [0} +++ | | +
32. 36 ECA+CIN3 HPVA/Usual - - - - +++ ++ +++ +
33. 41 ECA+AIS HPVA/iSMILE® - - - - +++ |+ |+t +
34. 48 ECA NHPVA/Serosus - 1) [0 [0} +++ |+ |+ +
35. 77 ECA NHPVA/Serosus - - - = +H+ | | +
36. 47 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - ++H+ | | +
37. 37 ECA HPVA/Szokvanyos - - - - +++ | | +

1Endocervicalis adenocarcinoma; 2Cervialis intraepithelialis neoplasia; 3Nem detektalhaté normal mirigyhdm a metszetben;
4Immunreaktivitds mértéke: +++ = >50%, ++ = 10-50%, + = <10%, - = negativ — nincs egyértelm{ immunreaktivitas 40x-es nagyitassal;
SInternational Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification; ®Human papillomavirus-asszocialt adenocarcinoma; "Human
papillomavirustdl fliggetlen adenocarcinoma; 8Mucinosus, masként nem meghatarozhatd; °Invaziv rétegzett mucintermelé
carcinoma; 19Az immunreaktivitas Gsszesitett kiértékelése: ,-” negativ/fokalis pozitivitdsra utal (min. két kiértékeld szerint ,,-” vagy
,+"), mig a ,+” fokozott expresszidra utal (min. két kiértékl6 szerint ,,.++” vagy ,+++").
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5. tablazat: AlS esetek klinikai adatai és immunfest6désének eredményei

EZH2 Immunreaktivitas*
Eset- Elet- Dlagnézis Normal endocervicalis ham Neoplasticus endocervicalis ham
szam kor Kiértékeld Osszesitett Kiértékeld Osszesitett
1 2 3 értékelés® 1 2 3 értékelés®
1. 33 AlS - - - = 4+ +++ ++ +
2. 53 AIS+CIN1 + + - - | | e +
3. 42 ECA+AIS + R - _ PP B R ;
4. 41 AlS - - - - +++ +++ +++ +
5. 38 AIS - - - - +++ +++ +++ +
6. 35 AlS - - - - +++ +++ +++ +
7. 36 AlS - - - - +++ +++ +++ +
8. 31 AlS - - - - 4 +HF 4+ +
9. 45 AIS+CIN3 @3 ? - )] ++ ++ ++ +
10. 48 AlIS+CIN3 - + - - +++ +++ +++ +
11. 46 AIS+CIN3 - - - = +++ - - +
12. |41 AIS+CIN3 - - - - T |+ |+t +
13. 45 AIS+CIN3 - - - = +++ o+ 4 +
14. 40 AIS+CIN3 - + - S +++ o+ 4+ +
15. 41 ECA+AIS - - - = +4++ +H+ 4+ +
16. 38 AIS+CIN3 - + - = +++ 4 4 +
17. 65 AIS+CIN3 - - - 5 ++4 F+ it o

1Adenocarcinoma in situ; 2Cervicalis intraepithelialis neoplasia; 3Nem detektalhaté normal mirigyham a metszetben;
4immunreaktivitas mértéke: +++ = >50%, ++ = 10-50%, + = <10%, - = negativ — nincs egyértelm{ immunreaktivitas 40x-es nagyitassal;
5Az immunreaktivitas 6sszesitett kiértékelése: ,-” negativ/fokalis pozitivitasra utal (min. két kiértékeld szerint ,-” vagy ,+”), miga ,+”
fokozott expresszidra utal (min. két kiértéklg szerint ,++” vagy ,+++").

Osszesen 32 nem daganatos endocervicalis 1éziét (15 reaktiv atipia, 9 microglandularis

hyperplasia, 3 tuboendometrioid metaplasia, 3 tunnel cluster, 2 endometriosis) elemeztink.

Az EZH2 immunhisztokémiai vizsgdlatanak részletes eredményeit a nem daganatos

endocervicalis elvaltozasokra a 6. tablazat foglalja 6ssze.

Atlagosan az immunértékelések 67,7%-a negativ, 24%-a fokalisan pozitiv, és 8,3%-a
részlegesen pozitivnak bizonyult. Az 6sszesitett kiértékelések soran 28/32 esetben (87,5%)

negativ/fokdlisan pozitiv, mig a maradék 4 esetben (12,5%) fokozott overall score-t kaptunk.

A szomszédos normal mirigyham valamennyi nem neoplasticus mintdban mindharom
kiértékel6 altal kimutathatod volt. A normal endocervix e mintak 95,84%-ban EZH2 negativnak,
2,08%-ban fokalisan pozitivnak, a visszamaradd 2,08%-ban részlegesen pozitivnak bizonyult
(részletek a 6. tablazatban). Az Osszesitett értékelés minden egyes mintaban
negativ/fokdlisan pozitiv eredményt adott. A 7-8. abra a nem neoplasticus lézidk negativ vagy

fokalisan pozitiv (+) EZH2 immunreaktivitdsanak reprezentativ eseteit mutatja.
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7. abra: Reaktiv atipia, microglandularis hyperplasia és endometriosis

(a1, b1, c1) H&E festés, nagyitds: al, b1=400x, c1=300x (a2) EZH2 fokalis pozitivitas reaktiv
atipiaban (lasd 6. tbl. 10. e.sz.; nagyitds: 400x), (b2) EZH2 negativitds microglandularis
hyperplasidban, EZH2 fokalis positivitas lapham metaplasidban (lasd 6. tbl. 24. e.sz.; nagyitas:

400x), (c2) EZH2 fest6dés hianya endometriosisban (lasd 6. tbl. 25. e.sz.; nagyitds: 200x).
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8. abra: Tuboendometrioid metaplasia (TEM) és alagut csoport / tunnel cluster

(a1, b1) H&E festés, nagyitas: a1=400x, b1=300x (a2) EZH2 fest6dés hianya TEM-ben (lasd 6.
tbl. 27. e.sz.; nagyitds: 400x), (a3) EZH2 részleges pozitivitas (++) egy masik TEM mintdban
(lasd 6. tbl. 28. e.sz.; nagyitas: 400x), (b2) EZH2 negativitds alagut csoportban (lasd 6. tbl. 30.
e.sz.; nagyitds: 300x), (b3) EZH2 részleges pozitiv (++) fest6dése egy masik alagut csoportot

tartalmazé mintaban (lasd 6. tbl. 31. e.sz.; nagyitas: 300x).
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6. tablazat: Nem neoplasticus endocervicalis 1ézidk klinikai és EZH2 immunreakcidinak adatai

EZH2 Immunreaktivitas?

Normal endocervicalis ham

Nem neoplasticus endocervicalis

Eset- | Elet- N ..
s74m kor Diagnozis _ léziok _
Kiértékel6 Osszesitett Kiértékel6 Osszesitett
1 2 értékelés® 1 2 3 értékelés®

1. 33 - - - - - - -
2. 50 - - - + + - -
3. 39 - - - - - - -
4, 54 - - - + + + -
5. 40 - - - + + - -
6. 40 - - - - - - -
7. 42 L - - - - -
3. 39 Reaktiv atipia . : : . " n S
9. 49 ++ - - ++ ++ + +
10. 43 - - - + + + -
11. 32 - - - - - -

12. 46 - - - + - + -
13. 61 - - - - - - -
14. 48 - - - - - - -
15. 48 - - - - - - -
16. 51 - - - - - - -
17. 50 - - - - - - -
18. 37 - - - - - - -
19. 69 Microglandularis - - - + + + -
20. 37 hyperplasia - - - - - - -
21. 54 - - - + + + -
22. 37 - - - - - - -
23. 48 - - - - - + -
24, 51 - - - - - - -
25. 35 Endometriosis - - - - - - -
26. 33 - - - - - - -
27. 36 - - - - - - -
28. 41 TEM? - - - ++ ++ + +
29. 46 - - - - - - -
30. 61 ; - - - - - - -
3L 3 Alagut csoport/ - - - - " R N

Tunnel cluster
32. 67 - - - - - - -

Tuboendometrioid metaplasia; 2immunreaktivitds mértéke: +++ = >50%, ++ = 10-50%, + = <10%, - = negativ — nincs egyértelm(i
immunreaktivitas 40x-es nagyitassal; 3Az immunreaktivitas dsszesitett kiértékelése: ,,-” negativ/fokalis pozitivitdsra utal (min. két
kiértékel szerint ,,-” vagy ,+”), mig a ,+” fokozott expressziéra utal (min. két kiértékl6 szerint ,,++” vagy ,,+++").

A Fisher-féle egzakt teszt statisztikailag szignifikans (kétirdnyd p<0,0001) kilonbséget

mutatott a neoplasticus vs. nem neoplasticus |ézidk Gsszesitett értékelésének eredményei

kozott (fokozott overall score eredményt kaptunk az 54 neoplasticus elvaltozas kozil 53-ban,

szemben a 32 nem neoplasticus 1ézié kozil csupan 4 esetben).
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A fokozott EZH2 expresszio/EZH2 overexpresszié diagnosztikus teljesitGképességének

eredményei a kovetkezGk lettek:

a) neoplasticus vs. nem neoplasticus |éziok megkiilonboztetésénél a szenzitivitas 98,15%
(95% Cl =90,11% - 99,95%), a specificitas 87,5% (95% Cl = 71,01% - 96,49%), a pozitiv
prediktiv érték 92,98% (95% Cl = 83% - 98,05%), és a negativ prediktiv érték pedig
96,55% (95% Cl = 82,24% - 99,91%).

b) neoplasticus elvdltozast vs. valamennyi normal cervicalis mirigyhamot tartalmazé
minta (n=66) 6sszehasonlitasandl a szenzitivitas atlagértéke 98,15% (95% Cl = 90,11%
- 99,95%), a specificitas 100% (95% Cl = 94,4% - 100%), a pozitiv prediktiv érték 100%
(95% Cl = 93,28% - 100%), a negativ prediktiv érték pedig 98,46% (95% Cl = 91,72% -
99,96%).

c) neoplasticus vs. egylttes nem neoplasticus 1éziét és normadl endocervixet tartalmazé
minta (n=98) Osszevetésénél a szenzitivitds 98,15% (95% Cl = 90,11% - 99,95%), a
specificitds 95,88% (95% Cl = 89,78% - 98,87%), a pozitiv prediktiv érték 92,98% (95%
Cl = 83% - 98,05%), a negativ prediktiv érték 98,46% (95% Cl = 94,17% - 99,97%).

A neoplasticus endocervicalis elvaltozasok (ECA és AlS) immunreaktivitdsdnak elemzésénél a
kiértékel6k kozotti osztalyon belili korrelacids egyltthatd (ICC) 0,53 az egyéni értékelésnél
(95%-0s konfidencia intervallum = 0,37 - 0,67), és 0,77 az atlagos értékelés tekintetében (95%-

os konfidencia intervallum = 0,64 - 0,86).

A nem neoplasticus endocervicalis |ézidk immunhisztokémiai vizsgalatanal az elemzést végz6
szakorvosok kozotti ICC 0,8 volt az egyéni értékelésnél (95%-os konfidencia intervallum = 0,68-
0,89), és 0,92 az atlagos értékelésre vonatkozdan (95%-os konfidencia intervallum = 0,86-

0,96).

IV.2. Az EZH2, p16 és p53 expresszido méhtest carcinosarcomdakban

Ebben a vizsgdlatban 28 méhtest carcinosarcomaban szenvedd né vett részt, atlagos életkoruk
70,5 év (53-85 év). A formalin-fixalt és paraffinba agyazott szovetmintdk 22 sebészi -
hysterectomids - rezekatumbdl és 6 biopsias (kirett) mintabdl szarmaztak. Szovettanilag az

epithelialis komponens 14 (50%) esetben serosus, 9-ben (32,1%) endometrioid, 2-ben (7,1%)

44



differencialatlan és 3 mintdban kevert (serosus és endometrioid) carcinomdbdl (10,7%) allt. A
mesenchymalis komponens 7 esetben (25%) heteroldg, 21 mintaban (75%) pedig homoldg
elemeket tartalmazott. A heterolég sarcoma komponensek kozott 4 chondrosarcoma és 3
rhabdomyosarcoma (RMS) fordult elé. A leggyakoribb homolég komponens az endometrialis
stromalis sarcoma (ESS) volt (n = 14), ezt kovette 3 leiomyosarcoma (LMS), 3 nem differencidlt

sarcoma és 1 myxoid fibrosarcoma (MFS).

9. abra: Méhtest carcinosarcoma epithelialis (serosus carcinoma) és mesenhymalis
(homoldg/leiomyosarcoma) komponensei H&E festéssel (a) UCS kaparék mintaja benne a két
komponenssel megjeldlve (1. e.sz., nagyitds: 100x), (b) Epithelialis komponens (nagyitas:

400x), (c) Mesenchymalis komponens (nagyitas:400x).

A 28 carcinosarcoma eset klinikai adatait, valamint EZH2, p16 és p53 immunhisztokémiai

elemzésének részletes eredményeit a 7. tablazat tartalmazza.
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Az EZH2 és a pl6 immunreaktivitds vizsgalatanak Osszesitett eredményeit a 8. tablazat
mutatja. Az immunhisztokémiai vizsgalat sordn az EZH2 fokozott expresszidja kissé gyakoribb
volt az epithelialis/carcinoma komponensekben (89,3%), mint a mesenchymalis/sarcoma
(78,6%) alkotdelemekben. Hasonléan fokozott p16 expresszid is valamivel gyakoribb volt a
hamkomponensekben (78,6%), mint a mesenchymalisokban (62,5%). Fisher-féle egzakt teszt
alapjan az EZH2 és a p16 expresszidja az epithelialis és a mesenchymalis komponensek kozott
statisztikailag nem kilonb6zott (EZH2 esetén p=0,468; p16 esetén p=0,248). Az EZH2 és a p16
nuclearis fest6dési szazalékanak és intenzitdsanak 6sszegeként kapott pontértékei 0-6 kozott
mozogtak. A Mann-Whitney tesztek alapjan a két marker nuclearis festédésének szazalékos
aranya és intenzitasa sem kiloénb6zott statisztikailag a ham és a kotészoveti elemek kozott
(festédés %-os ardnya EZH2 esetén p = 0,074; p16 esetén p = 0,076; ill. a fest6dés intenzitasa
EZH2 esetén p =0,11; és p16 esetén p = 0,059).

8. tablazat: Az EZH2 és a p16 immunreaktivitasa UCS-k komponenseiben két patoldgus
egymastol fliggetlen kiértékelésének eredményei alapjan (a fest6dési index medianjai, a

fest6dési szazalék és intenzitas 6sszegei)

EZH2 pl6
Epithelialis Mesenchymalis Epithelialis Mesenchymalis
komponens komponens komponens komponens
FestGdési index n (%)
Alacsony? 3(10,7) 6(21,4) 6(21,4) 10,5 (37,5)
Magas? 25 (89,3) 22 (78,6) 22 (78,6) 17,5 (62,5)
Atlag3 (SD)
FestG6dési % 5,68 (0,72) 5,18 (1,15) 4,96 (1,68) 4,32 (1,87)
Nuclearis fest6dés
5,64 (0,95) 5,18 (1,36) 5,21 (1,5) 4,46 (1,86)
intenzitasa
1Festédési index of < 4; 2FestSdési index of > 4; 3Ertéktartomany= 0-6.
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Az EZH2 és a p16 diffuz és fokozott expresszidjanak, valamint a p53 diffz nuclearis mintazat

reprezentativ eseteit a 10-11. dbra mutatja be.

10. dbra: Mind az epithelialis (a1,b1,c1), mind a mesenchymalis (a2,b2,c2) komponens diffuz,

erds pozitiv festédést (3+) mutat (al,a2) EZH2 és (b1,b2) p16 markerrel; >80% erds és diffuz

magfestédés latszik (c1,c2) p53-mal mindkét komponensben (1. e.sz., nagyitas: 400x).
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11. abra: Méhtest carcinosarcoma (26. e.sz., nagyitas: 200x) (a) malignus epithelialis (serosus
carcinoma) és malignus mesenchymalis (homoldg/nem differencidlt sarcoma) komponense
H&E festéssel. (b,c,d) Diffuz, erds pozitiv (3+) expresszio (b) EZH2-vel és (c) p16-tal; >80% erés

és diffuz magfest6dés (d) p53-mal mindkét komponensben.

Az EZH2 és a pl6 kilénb6z6 carcinoma komponensekben megfigyelt immunreaktivitas
értékeit a 9. tablazat tartalmazza. Mind a serosus, mind az endometrioid hisztotipusok
mindkét markerrel szembet(in6 fest6dést mutattak. Az EZH2 fokozott expresszidja szinte
valamennyi esetben kimutathaté volt (89%-ban mind az endometrioid, mind a savds
carcinomak esetén). Fokozott p16 expresszid szintén nagyon gyakran megfigyelhet6 volt (az
endometrioid carcinomak 88%-aban, a serosus esetek 79%-aban). A serosus vs. endometrioid
hisztotipusok 6sszehasonlitdsanal az EZH2 és a p16 festédési pontszamok kdzott nem taldltunk
statisztikai kilonbséget (serosus vs. endometrioid hisztotipusok esetén: Fisher-féle egzakt
teszt alapjan az EZH2 és pl16 fest6dési indexre vonatkozd p értékek 0,74 és 0,96; Mann-
Whitney teszt alapjan az EZH2 és a p16 fest6dési szdzalékara vonatkozdan a p érték 0,35 és

0,15, mig a festédési intenzitast illet6leg 0,37 és 0,26).
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9. tablazat: Az EZH2 és a pl6 immunreaktivitasa az UCS-k epithelialis komponenseinek

hisztotipusaiban két patolégus fliggetlen kiértékelésének alapjan (a festédési index medianijai,

a fest6dési szazalék és intenzitas 6sszegei)

EZH2 p16
Nem Nem
Endometrioid Serosus Kevert Endometrioid Serosus Kevert
diff. diff.
Festodési n (%)
index
Alacsony™ 1(11) 1,5(10,7) | 0,5(16,7) | 0(0) 2(22) 3(21) 1(33,3) 0(0)
Magas? 8 (89) 12,5(89,3) | 2,5(83,3) | 2(100) 7 (38) 11(79) 2 (66,7) 2 (100)
Atlag? (SD)
Festédési | ¢ 25 0.66) | 557(0,85) | 566(0,57) | 6(0) 4,88(1,45) | 4,93(1,9) | 4,66(2,3) 6 (0)
%
Festodés | ¢ 14(133) |571(082) | 566(057) | 6(0) 5,11(1,76) | 5,28(1,32) | 4,66 (2,3) 6 (0)
intenzitasa

1Festédési index of < 4; 2FestSdési index of > 4; 3Ertéktartomany= 0-6.

Az EZH2 és a pl6 homoldg és heterolég sarcoma komponensekben kiértékelt

immunreaktivitas dsszesitett eredményeit a 10. tablazat tartalmazza.

Mindkét sarcomatipus hasonldan gyakori fokozott EZH2 expressziét (a homoldg komponensek
79%-a, a heterolég elemek 78,6%-a) és pl6 expresszidt (a homoldg esetek 60%-a, a
heterolégok 72%-a) mutatott. Statisztikai kiilonbség a két marker k6zott nem bizonyult.
(Homoldg vs. heteroldg tipusok kozott: Fisher-féle egzakt teszt alapjan az EZH2 és pl6
fest6dési indexére vonatkozd p értékek 1, ill. 0,66; Mann-Whitney teszt alapjan az EZH2 és
pl6 fest6dési szazalékara vonatkozdan 0,37 és 0,4 voltak, a festédési intenzitasra pedig 0,1 és

0,48).
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10. tablazat: Az EZH2 és a p16 immunreaktivitasa az UCS-k mesenchymalis komponenseinek

homoldg és heterolég hisztotipusaiban két patolégus fliggetlen kiértékelésének alapjan (a

fest6dési index medidnjai, a fest6dési szazalék és intenzitds 6sszegei)

EZH2 p16
Homolog Heteroldg Homolog Heterolog
Fest6dési index n (%)
Alacsony? 4,5(21) 1,5(21,4) 8,5 (40) 2 (28)
Magas? 16,5 (79) 5,5 (78,6) 12,5 (60) 5(72)
Atlag? (SD)
Fest6dés % 5,14 (1,23) 5,28 (0,95) 4,23 (1,92) 4,57 (1,81)
Nuclearis festodés
5,38 (1,28) 4,57 (1,51) 4,42 (1,98) 4,57 (1,51)
intenzitasa
1Festédési index of < 4; 2FestSdési index of > 4; 3Ertéktartomany= 0-6.

A p53 IHC eredményeit a 11. tablazat szemlélteti. Aberrans p53 immunfest6dés az epithelialis
komponensek 85,7%-aban, a mesenchymalis elemek 82,1%-aban volt megfigyelhet, mely
értékek statisztikailag azonosak voltak (Fischer teszt p = 1). Az epithelialis komponenseken
belil az endometrioid carcinomak 66,6%-aban, a savds carcinomdak 100%-aban aberrans p53
expressziot talaltunk, ami statisztikailag szignifikans (Fisher teszt p = 0,0474). A mesenchymalis
komponenseket tekintve a homoldg sarcoma esetek 76,2%-a, mig valamennyi heterolég
sarcoma (100%) aberransnak mutatkozott (nincs statisztikai kiilénbség, Fisher teszt p = 0,29).
Aberrans diffuz nucelaris p53 expressziét a homoldég sarcoma hisztotipusok 81,2%-aban
észleltiink, mig a heteroldg esetek csak 28,6%-aban tapasztaltunk (a kiilonbség statisztikailag
szignifikans, Fisher teszt p = 0,032). Aberrans p53 null mintazatot a heterolég sarcomak 71,4%-
aban figyeltiink meg, mig a homoldg sarcomdknak csak 18,8%-a mutatta ezt a festédési
mintdzatot (a kiilonbség statisztikailag szignifikdns, Fisher teszt p = 0,0257). Egyéb szignifikans
kiilonbséget nem taldltunk az UCS komponenseinek és kilénbozé hisztotipusainak p53

fest6dési mintazatai kozott.

Mérsékelt p53 cytoplasmaticus festédést csupan fokalisan, 3/28 esetben (lasd 8., 10. és 13.

e.sz./7. tablazat és 12. abra) figyeltiink meg, de egyik daganat sem mutatott aberrans
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cytoplasmaticus expresszids mintdzatot. Ugyanis mindharom esetben diffuz nuclearis p53

expresszids mintazat igazolddott,

mindhdrom esetet diffiz nuclearis p53 IHC mintdzatunak tulajdonitottunk.

A 12, abra a kilénb6z6 p53 expresszids mintazatokat mutatja.

11. tablazat: p53 fest6dési mintazatok UCS komponensekben és hisztotipusaikban

mely a cytoplasmaticus festédést feliilirta, ezaltal

Epithelialis komponens

Mesenchymalis komponens

Expresszio Endometrioid | Serosus | Kevert Nem Osszes | Homolég | Heterolég | Osszes
diff.

Vad tipus! 3/9 0/14 0/3 1/2 4/28 5/21 0/7 5/28
(33,3%) (0%) (0%) (50%) (14,3%) | (23,8%) (0%) (17,9%)

Aberrans? 6/9 14/14 3/3 1/2 24/28 16/21 7/7 23/28
(66,6%) (100%) | (100%) (50%) (85,7%) | (76,2%) (100%) (82,1%)

Diffuz 5/6 11/14 2/3 0/1 18/24 13/16 2/7 15/23
nuclearis (83,3%) (78,6%) | (66,7%) (0%) (75%) (81,2%) (28,6%) (65,2%)

E Null 1/6 3/14 1/3 1/1 6/24 3/16 5/7 8/23
.;Eg (16,7%) (21,4%) | (33,3%) | (100%) (25%) (18,8%) (71,4%) (34,8%)

Cytopl. 0/6 0*/14 0/3 0/1 0*/24 0/16 0/7 0/23

(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

lvad tipus (normalis): elszért nuclearis festédés; 2Aberrans/Diffiz nuclearis mintazat: >80% erds és diffiz nuclearis fest6dés
(cytoplasmaticus festédéssel vagy nélkiil), Aberrans/null pozitiv mintazat: nuclearis fest6dés teljes hidnya valamennyi sejtben,

Aberrans/cytoplasmaticus mintazat: kozepes-erds cytoplasmaticus fest8dés diffiz nuclearis expresszié hidnyaban; *Két

endometrioid és egy serosus carcinomat tartalmazo esetben kozepes cytoplasmaticus festédést észleltiink, de emellett 80%
feletti erds és diffuz magfestédést is, mely utdbbi miatt mindhdrom esetet diffiz nuclearis mintazatinak tulajdonitottunk (lasd

12,

abra).

Konkordancia vizsgélat soran a p53 82,14%-ban volt Osszhangban az epithelialis és a

mesenchymalis komponensek kozott (Cohen-féle K: 0,34 =, korrekt egyezés”).
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12. dbra a-f: p53 expressziés mintazatok. a-b: Aberrans, p53 diffuz nuclearis mintazat gyenge
(a) és kozepes (b) cytoplasmaticus festédéssel UCS epithelialis és a mesenchymalis
komponensében (a: 26. e.sz, nagyitds: 200x; b: 5. e.sz., nagyitds: 400x). c-d: Aberrans, p53 null
mintdzat, valamennyi sejtben a nuclearis festédés teljes hidnydval mindkét UCS
komponensben (c: 21. eset, nagyitas: 200x, d: 4. eset, nagyitds: 200x). A nyilak a belsé pozitiv
kontrollokat (lymphocytak) jelzik. e-f: Vad tipust p53 IHC mintdzat elszért magfestédéssel
mind az epithelialis (e), mind a mesenchymalis (f) komponensben, e: aberrans, p53 diffuz
nuclearis mintazat a mesenchymalis komponensben (e: 19. e.sz., nagyitas: 200x, f: 22. e.sz.,

nagyitas: 400x).
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V. MEGBESZELES

V.1. Az EZH2 expresszio endocervicalis 1éziokban

Jelen dolgozat célja az EZH2 expresszids allapotanak tanulmanyozasa volt munkank elsé
fazisdban a neoplasticus endocervicalis |éziékban, mint példdul az ECA és AIS, majd
0sszehasonlitva a normal mirigyhammal és a benignus, nem neoplasticus endocervicalis

lézidkkal.

Ebben a vizsgalatban valamennyi méhnyak mirigyhamdaganatos elvaltozds EZH2 pozitivnak
bizonyult  eredményeink  alapjan. Ezenkivil az immunreaktivitast nagyon
kiterjedtnek/diffuznak talaltuk. Egy eset kivételével az 6sszes (98,14%) daganatos elvaltozas

fokozott/robusztus EZH2 expresszidt mutatott.

Ezzel szemben az EZH2 ezen intenziv jel6l6dése szignifikansan ritkabb (32 esetbdl 4, 12,5%)
volt a nem daganatos mirigyes elvaltozasokban (kétirdnyu teszt p<0,0001). A normal
szomszédos mirigyekben pedig egyik esetben sem (0/66) talaltunk EZH2 pozitivitast. Olykor a
téves pozitiv fest6dést lapham metaplasia vagy rezervsejtes hyperplasia okozta (pl. lasd 7.

abra/b2 eset).

Mindemellett, a fokozott EZH2 expresszid kivald diagnosztikai tesztképességgel rendelkezik a
neoplasticus elvaltozasok vs. nem neoplasticus |éziok és a normal endocervix
megkllonboztetésében. 98,15%-os szenzitivitds és 95,88%-os specificitds értékeket
szamoltunk a neoplasticus vs. egylittes nem neoplasticus elvaltozasok és a normal
endocervikalis hammintdk megklilonboztetésében (n=98), a pozitiv prediktiv érték 92,98%, a
negativ prediktiv érték pedig 98,46%. Az értékelSk kozti atlagos egyetértés kivaldnak bizonyult
[137].

Adataink arra utalnak, hogy az EZH2 nemcsak az eml6 [77], tid6 [78], nyel6cs6 [79], gyomor
[80], vastagbél [81], hasnyadlmirigy-epeuti traktus [82], maj [83][84], pajzsmirigy [85], prostata
[86], vese [87], hugyhdlyag [88], a méhnyak laphdam eredetl [90], méhtest [91][92] és a
petefészekrak [93][94] rosszindulatu daganatainak pathogenezisében jatszik szerepet, hanem

endocervicalis neoplasiaban [138] is.
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Eredményeink alapjan az EZH2 fehérje jelentds expresszidja nemcsak az invaziv endocervicalis
mirigyhamrakok, hanem azok rdkmegel6z6 elvaltozasaiban is megfigyelhet6, mely azt sugallja,
hogy az EZH2 madr a daganatképz6dés korai fazisdban megjelenik. Ezek a megfigyelések
O0sszhangban vannak pl. hagyhdlyagrakban [139], illetve eml&szovetben [140] tett

megfigyelésekkel.

Mivel az EZH2 expresszidja - flggetlenil a human papillomavirus jelenlététsl - minden vizsgalt
esetben kimutathatd volt, az eredményeink nem tdmogatjak azon hipotézist, miszerint az
EZH2 fokozott kifejez6dése ECA esetén a HPV E7 onkoprotein daltal bekdvetkez6 folyamat
[141]. Feltételezziik, hogy az EZH2 lényeges és fliggetlen tényez6 az endocervicalis
carcinogenezisben és nagy valdszinlséggel fokozott kifejez6dése egyéb kontextusfliggd

folyamatok eredménye hasonldan a hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaihoz [142].

Eredményeinket azonban 6évatosan kell értelmezniink, mivel az endocervicalis
adenocarcinomak kilénb6z6 NHPVA formait alacsony esetszdmmal vizsgdltuk. A fehérje
expresszio és a mirigyham elvaltozasok hatterében allé okok 6sszefiiggésének felderitéséhez

tovabbi vizsgalatok sziikségeltetnek.

Yuting Gu és munkatadrsai az EZH2 expresszidjat tanulmanyoztak endometrium
carcinomakban. Megfigyelték, hogy az EZH2 jel6l6désének aranya szignifikdnsan magasabb a
méhnyadlkahartya daganatszovetben (68,27%), mint a szomszédos szovetekben (24,03%)
[143]. Jia és mtsai. kimutattak, hogy az EZH2 fokozottan (kdzepestdl erés immunreaktivitasig)
expresszalddik komplex és atipusos hyperplasidban és méhnydlkahdartyarakban, viszont
egyszerl hyperplasidban és normal endometriumban nem, vagy csak gyengén [144]. Jin és
mtsa. az EZH2 rendellenes fokozott expresszidjat figyelték meg méhnyak laphamsejtes
carcinomaban a szomszédos normal szovetekhez képest (P=0,0005). Bar ezek a vizsgalatok az
immunreaktivitds intenzitasat vizsgaltak, ellentétben az immunreakcid mértékével, mint
ahogy a jelen dolgozatban. Ennek ellenére eredményeink 6sszehasonlithaténak tlinnek,
ugyanis az EZH2 expresszids kulonbségei a daganatos és nem daganatos és/vagy normal
szovetek kozott legalabb olyan jelent6sek az endocervixben, mint az endometriumban vagy a
cervicalis laphdamban. Ez pedig felveti a lehet6séget, hogy az EZH2 festés

differencialdiagnosztikai eszkozként alkalmazhatd endocervicalis elvaltozasok esetén.
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Az irodalomban tobb biomarkerrél taldlunk bizonyitékot a méhnyakrdk és premalignus
lézidinak, tovabbd a nem neoplasticus elvaltozasok differencidldiagnosztikai
hasznosithatésagardl, melyek donté tobbsége a laphdmelvdltozasokra vonatkozik. Ezzel

ellentétben a mirigyes elvaltozdsokrdl azonban korlatozott informacio all rendelkezésre.

Megfigyeléseink szerint az EZH2 AIS és ECA mintak mindegyikében erdsen expressalédik.
Howitt és mtsai. stathmin-1 microtubulus-destabilizalé foszfoprotein (STMN) és p27kipl
sejtciklus szabalyozé fehérje kimutatdsara iranyuld vizsgalataik alkalmazasa kapcsan hasonld
eredményekrdl szamolnak be. Az STMN gyakorlatilag minden cervicalis carcinomaban (laphdam
és mirigyham eredet(iben egyarant) és prekurzor lézidiban is fokozottan expresszalddik.

Emellett valamennyi ECA eset fokozott p27 expressziot mutatott [145].

Alacsony esetszdm (mindossze 12 eset) mellett, vizsgalati eredményeinkkel megegyez6
expresszidos mintdzatot kozolt Liao és n6égydgyaszati onkolégiai csoportja Carboanhidraz-IX
(CA-IX) fehérje vonatkozasaban. Adataik arra utalnak, hogy a CA-IX megfelel§ helyettesité

biomarker lehet gyomor tipusu endocervicalis neoplasiak esetén [146].

Sajnos a mai napig nem sikerilt olyan biomarkert azonositani, melynek alkalmazasaval az
endocervicalis (pre)malignus folyamatok teljesen megbizhatdan elkilonithet6k lennének.
Jelenleg ezekhez kiilonb6z6 markerek kombinacidit tartalmazdé paneleket javasolnak: Sandra
Lee és munkatdrsainak megfigyelései soran a p16, p16/Ki67 kettés festés, ProExC, CEA, ESA,
HIK1083, Claudin 18, és az ER jelvesztés a lézidk korili stromasejtekben hasznosnak
|ézié 6sszehasonlitdsdban [147]. Ezekhez képest a mi adataink azt mutatjak, hogy az EZH2
fokozott expresszidja onmagaban nagyobb diagnosztikai megbizhatdsaggal - 95% feletti

szenzitivitdssal és specificitassal - rendelkezik.

Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy az EZH2 szerepet jatszhat az endocervicalis
daganatok patogenezisében, és az EZH2 fokozott expresszidjdnak kimutatdsa hasznos
differencialdiagnosztikai eszkoz lehet a diagnosztikailag kihivast jelent6 kis biopsias mintakban
vagy a lapos kupositott mintak bizonytalanul megitélhetd, mechanikus/hé karosodast
szenvedett sebészi széleiben megjelend problémas endocervikdlis |éziokban a szovettani

mintakban és nem utolsé sorban valdszinlleg a cytoldgiaban is.
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V.2. Az EZH2, p16 és p53 expresszié méhtest carcinosarcomdakban

A méhtest carcinosarcoma (UCS) az endometrium daganatok ritka és klinikailag agressziv

tipusa, melynek patogenezise még mindig vitatott.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az EZH2 és a p16 hasonldan fokozottan expresszalédik, ill. a
legtobb UCS eset aberrans p53 expressziot mutat. Emellett az UCS hisztotipusok kozott

mintdzatbeli kiilonbségeket talaltunk.
A carcinosarcomak kilonb6z6 immunhisztokémiai profiljait kordbban mar leirtak.

Az EZH2 pozitivitast UCS-ben kutatasainkat megel6z6en csupan egy tanulmany kozolte
egyetlen effzids cytoldgiai mintabdl kimutatva [126]. Ebben a tanulmanyban Piao Piao Ang.
és mtsai. az EZH2 egyetlen immunmarkerként valé alkalmazhatdsaganak vizsgalatat tlizték ki
célul a metastaticus carcinoma diagnosztizaldsara effiziés mintakon. Osszesen 108 pleuralis,
peritonedlis és pericardidlis folyadékgyulemet/mosdfolyadékot vizsgaltak meg, amelyeket
cytomorfologiailag egyértelmien reaktivnak (n = 41) illetve metastaticus carcinomanak (n =
67) diagnosztizadltak. A metastaticus carcinoma esetek koziil 54 adenocarcinoma, a tobbi
laphamsejtes carcinoma (n = 1), carcinosarcoma (n = 1) és nem definidlhaté szévettani altipusu

carcinoma (n = 11) volt. Az egyetlen carcinosarcoma cytoldgiai mintdja EZH2 pozitiv volt.

A pl6 és p53, mint diagnosztikai és prognosztikai markerek szerepét UCS-ben kordbbi
tanulmanyok mar bizonyitottdk. Engelsen és mtsai. magas kockdzatu endometrium
carcinomds betegektdl nyert méhkaparék mintakon mutattdk ki a p53 és pl6 patoldgids
expresszidjanak és a betegség rossz progndzisdnak osszefliggését [148]. Buza és Tavassoli a
p1l6 marker fokozott expresszidjat igazoltdk méhtest carcinosarcomdk (MMMT) mindkét
komponensében. Ugyanazon carcinosarcoma szovetminta két komponense kdzott a pl16 és a
p53 immunreativitds egyezési aranya 83%, illetve 90% volt. Kovetkezésképpen nincs
szignifikans kilonbség a p16 fest6désben a két komponens kozott. A p16 immunhisztokémiai
reakcié a p53-hoz képest azonban lényegesen intenzivebb és diffizabb volt mind a carcinoma,
mind a sarcoma komponensekben. Eredményeik azt mutatjak, hogy a p16/Rb utvonal
valtozdsai fontos szerepet jatszanak a méhtest MMMT-k patogenezisében [67]. Xiaowei és

mtsai. megvizsgdltdk a p16, p53 és PAX8 immunhisztokémiai markerek egylittes lehetséges
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hasznossdgdt a carcinosarcomak diagnosztizdlasaban. A pl1l6 és a p53 markerek mindkét
komponensben majdnem azonos festédését észlelték. A p16 csaknem ugyanolyan fokozott
expresszidot mutatott az epithelialis (74%) és a mesenchymalis (71%) komponensekben.
Tovabba a p53 expresszidja is hasonld volt az epithelialis (48%) és a mesenchymalis (44%)
komponensekben. A PAX8 fokozott expresszidja viszont gyakoribb volt az epithelialis (73%),

mint a mesenchymalis (13%) komponensekben [130].

Ezzel ellentétben a PAX8-hoz képest az EZH2 kutatasunk soran nemcsak az epithelialis
komponensben mutat valamivel magasabb expresszids aranyt, hanem hasonléan fokozottan

jelolédik a mesenchymalis komponensben is.

Tanulmanyok igazoljdk az EZH2 fokozott expresszidjat a leggyakoribb ndégydgydszati
rosszindulatu daganatokban, mint példdul a méhnyak [101][138], az endometrium [102][103]
és a petefészekrak [104][105]. Az EZH2 expresszid prognosztikai jelent6ségérél, a daganat
agresszivitasaval valé Osszefliggésérdl is beszamoltak ezekben a daganatokban szenveddé
betegeknél [143][149][150][151]. Az EZH2-t a daganatterdpia lehetséges célpontjanak tartjak,
ezért az EZH2-gatlokkal kapcsolatos preklinikai és klinikai vizsgalatok jelenleg is intenziven
zajlanak [152][153][154][155][156]. UCS-ben az EZH2rél, mint lehetséges terapids célpontrdl

irodalmi adat nem all rendelkezésre.

Szamos tovabbi immunhisztokémiai markert vizsgaltak potencidlis markerként az UCS
diagnosztikajaban. Abargel és mtsa. a p27 magas aranyu csokkent expresszidjat figyelték meg
mind a mesenchymalis (77,8%), mind az epithelialis (66,7%) komponensekben [157]. Menczer
és mtsa. a C-Kit expresszidjat vizsgaltdk méhtest carcinosarcomaban, melynek koétészoveti
alkotdelemében nem lattak C-Kit festett sejteket, valamint az epithelialis komponensben is
csupan alacsony pontozasi indexe volt a C-Kit fest6désének [158]. KésGbbi tanulmanyukban a
COX-2 markerrél kozoltek, mely a carcinoma komponens 74%-aban volt pozitiv, magas
fest6dési érték 48,2% aranyban volt megfigyelhetd, ezzel ellentétben a sarcoma
komponensben szignifikdansan alacsonyabb fest6dési paramétereket (11% pozitivitds, 3%
magas festédési pontszam) mutatott [159]. Saglam és mtsai. AKT kinaz, epithelialis névekedési
faktor receptor (epithelial growth factor receptor, EGFR), C-ErbB-2 és C-Kit expresszidjat
tanulmanyoztak UCS-ben, melyek koziil az AKT és EGFR antitest er6sebb immunreaktivitast
mutatott, tovdbbd a progndzis vizsgalatnal az epithelialis komponens esetében az AKT

expresszidja Osszefliggott a betegség kimenetelével [160]. A kozelmultban a
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carcinosarcomdkban a HER2, mint potencialis terapias marker fest6dését is kimutattak,
melynek fokozott expresszidja/amplifikacidja 6% és 25% kozotti. Ezenfelll bizonyitottak a
HER2 expresszid/amplifikacid intratumordlis heterogenitasat, ill. - a carcinoma komponenshez

képest —a sarcoma komponensekben valé alacsonyabb expressziéjat is [157][158][159].

Az elmult években az EZH2 expresszidjanak fokozddasat felfedezték bizonyos sarcomakban,
beleértve a Ewing-sarcomat [113], az RMS-t [161], a synovialis sarcomat [162], az
osteosarcomat [163] és a chondrosarcomat [164]. Zhang és mtsai. benignus és malignus izom
eredetli tumorok (beleértve a méhtest LMS-t) EZH2 expresszidjat hasonlitottdk Ossze.
Eredmények szerint az EZH2 91,30%-0s érzékenységgel és 100%-os specificitassal rendelkezik
a jol differencidlt LMS és a téle olykor nehezen differencidlhaté cellularis leiomyoma
megkilonboztetésében. Azt is megfigyelték, hogy az EZH2 RMS-ben ugyancsak erdsen
expresszalddik. Megallapitottdk, hogy az EZH2 U] differencidldiagnosztikai markerként
hasznalhaté a jol differencidlt LMS vs. cellularis leiomyoma, ill. az embryonalis RMS vs.

rhabdomyoma megkiilonboztetésére [165].

A méhnyalkahartya daganatokat altalanossagban tekintve, a savds és endometrioid
carcinomdk kozotti eltér6 p53 és pl6e festédési mintazat az irodalomban jol ismert
[166][167][168]. A p53-at vizsgdld legtobb tanulmanyban elsédleges hangsulyt helyeznek a
p53 overexpresszidja vs. serosus hisztotipus kozotti 0sszefliggés vizsgdlatara [169]. A TP53
mutdciok megfigyelhet6k intraepitelialis carcinomakban, és gy gondoljak, hogy a méh savés
carcinoma patogenezisének korai szakaszaban fordulnak el6 [170]. Emellett a p53 fokozott
expressziojat figyelték meg az endometrioid carcinomak egy részében, f6ként a FIGO Grade 3
daganatokban [171]. Egy 2018-as ajanlas szerint a kett6s negativimmunprofil (p16 negativ és
p53 vad tipus) els6sorban az endometrioid, mig a kettds pozitivitas (diffuz, erés p16 pozitiv és
p53 aberrans/mutacios tipus) nagyobb valdszinliséggel a serosus carcinomakra jellemzé [166].
Ez utdbbi 6sszhangban van a jelen tanulmany eredményeivel, ugyanis szignifikansan tobb (p =
0,0474) p53 aberrans tipusu serosus, mint endometrioid hisztotipust talaltunk UCS eseteink
epithelialis komponenseiben. Az endometriumrdk tipusai és az UCS-hez kapcsolédéd
epithelialis komponenst alkotd hisztotipusok kdzotti eltér6 pl16 és p53 festédési mintazatok
patomechanizmusbeli eltérések lehet6ségét vetik fel. A nem UCS-hez kapcsolodéd
endometriumrakokban bizonyitott az EZH2 fokozott expresszidja [103][143], azonban ezek a

vizsgalatok nem tartalmaztak a carcinosarcoma specifikus kohorszait.
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Az UCS patogenezise maig vitatott. Egyetértiink az irodalommal abban, hogy kialakuldsaban
az EMT valdban szerepet jatszik. [59][63][172][64][173][174][175]. Az EZH2-PRC2 komplex
szdmos célgént szabdlyoz. Az EZH2 kozvetlenil tud kotédni fontos tumor onkogénekhez, és
jelatviteli dtvonalakat indithat el EMT-t indukdlva. Ding és mtsai. felismerték, hogy az GSK343
EZH2 inhibitor az EMT gatldsaval korlatozza a méhnyak daganatsejtek progresszidjat.
Megfigyelték, hogy xenograft tumoros ,meztelen” egereknél a GSK343 kezelés az EMT
szuppressiojadhoz vezet. Az észlelt EZH2-EMT-asszocialt fenotipusok és mogottes
mechanizmusaik nagy hatassal vannak a méhnyakrak kialakuldsara és sulyossagara, ami arra
utal, hogy ennek az utvonalnak a specifikus inhibitorokon keresztil torténé megcélzasa
altalanos epigenetikai atprogramozast eredményezne [152]. Adataink alatamasztjak az EZH2
hasonld lehetséges szerepét az UCS patogenezisében, valamint emberben az EMT elméletet

egyarant igazoljak.

A carcinoma és a sarcoma komponensek 85%-0s egyezést mutattak a p53 fehérje fokozott
expressziojaval, és 96%-os egyezést a TP53 génmutacidval, ami mindkét komponens
monoklonalis eredetére utal. A p16 fokozott expresszidja az UCS-k kérulbelil 60%-aban fordul
elé TP53 mutdcidkkal egyidejlileg. A p16 expresszidjanak egyezése a carcinoma és sarcoma

komponensek kozott korilbellil 85% volt a kiilonb6z6 tanulmanyokban [67][176].

A n6gyogyaszati patoldgiai diagnosztikdban a p53 IHC-t széles kdrben hasznaljdk a TP53
mutdcid vizsgalatok helyettesitSjeként [177]. A p53 IHC megbizhatd diagnosztikai kiegészit6
modszer az endometrium carcinomak hisztotipizaldasahoz és molekuldris altipus
meghatdrozasahoz [133][166][178]. A p53 IHC egy masik felhasznalasi terlilete a
négydgyaszati sarcomak provokalasa molekularis tesztelés céljabdl, azon a feltételezésen
alapulva, hogy a TP53 mutdcidval rendelkez6 négydgyaszati sarcomdak nem tartalmaznak rakot
kivalto transzlokaciokat [177]. Kunc és mtsai. magas gyakorisagu aberrdns p53 IHC expressziot
figyeltek meg méhen kivili carcinosarcomaban, ill. magas konkordanciat a carcinoma vs.
sarcoma komponensek kozott [179]. De Jong és mtsai. méhtest carcinosarcomak epithelialis
vs. mesenchymalis kompnensei kozott figyeltek meg erés hasonldsagot a p53 overexpressziot
tekintve (hdamkomponensek 46%-aban vs. kotészoveti alkotoelemek 53%-aban) [180]. Liu és
mtsai. p53 overexpressziorél szamoltak be UCS eseteik 63%-aban, ezenfeliil a homoldg vs.

heteroldg tumorok 47 és 77%-aban [181].
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Az irodalommal 6sszhangban, p53 IHC vizsgalataink sordn az aberrans tipusu p53 expresszids
mintazatot az UCS eseteink dont6 tobbségében (az epithelialis komponensek 85,7%-aban, a
mesenchymalis elemek 82,1%-4ban) figyeltik meg, a két komponens kozotti fair/”korrekt”

konkordanciaval (82,14%, Cohen-féle K=0,34) [179][181][180][182].

Cherniack és mtsai. tobbféle szomatikus mutaciot és kdpiaszam-valtozast azonositottak UCS-
ben, melyek széleskorl terdpias lehetGséget kinalnak, beleértve a PARP, EZH2, sejtciklus és
PI3K utvonal gatldk potencialis alkalmazasat [61]. Jones és mtsai. kutatasuk soran 22 UCS teljes
exom analizisét végezték el, és igazoltdk a kromatin atalakitdé gének genetikai elvaltozasait.
Osszesen 777 szomatikus mutaciét azonositottak 702 génben. Az EZH2 mutécidit a mutans

toldalékok 12%-anal figyelték meg [183].

A carcinosarcomakban leggyakrabban mutalt gének a TP53, PTEN, PIK3CA, RB1, PPP2R1A,
FBXW?7, KRAS és az ARID1A [61]. A TCGA-ban a carcinosarcomak tébb mint 90%-a tartalmaz
TP53 mutaciot [61]. Egyes carcinosarcomak az endometrioid vonallal k6zds mutdcids profillal
rendelkeznek, pl. a PTEN mutacié, ami arra utal, hogy hasonldéan a serous carcinomdhoz, a
carcinogenezis alternativ Utja egy alacsony fokd endometrioid carcinoman és annak
rakmegel6z6 elvaltozasaikon keresztil torténik [184]. Egy 57 UCS genomikai és proteomikai
integralt elemzésével foglalkozé tanulmany valtozasokat tart fel a kanonikus Utvonalakban,
kilondsen a PI3K utvonalban, ahol az esetek tobb mint 75%-aban mutattak ki FBXW7
mutdciodt, az RB1 elvesztését vagy a CCNE1 amplifikacidjat, ami a sejtciklus szabalyozasanak
diszfunkciéjara utal [61]. Tanulmanyok igazoljdk, hogy a kilonb6z6 p53 expresszios
mintazatok hatterében eltéré TP53 mutacidk allnak. Rendszerint a p53 diffuz pozitiv esetek
lehetséges nem szinonim misszensz mutacidkat jeleznek. Ezzel szemben a stopgain, indel vagy
splicing mutdciok uagy tlnnek, hogy p53 null pozitiv fenotipust eredményeznek

[185][186][187].

A TP53 mutdcidk tobbnyire a legtobb daganatban megfigyelheték. Az FBXW7, p53 és PI3K
utvonalak fontos szerepet jatszanak az UCS kialakuldsaban, melyek kozil az FBXW7
kulcsfontossagu tényez6 [188]. Az UCS patogenezisével foglalkozd tanulmanyokban genetikai
bizonyitékok vannak arra, hogy az UCS endometridlis hamsejtekbél szarmazik, melyekbdl az
EMT, fGként az FBXW?7 altal vezérelve, egy rendkiviil invaziv fenotipust eredményez [189]. A
konverzids elmélet az UCS monoklonalis eredetét tamogatja, mely szerint a carcinomas sejtek

metaplasticus differenciaciéon keresztiil sarcomas sejtekké képesek atalakulni. Az elméletet
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aldtamasztja, hogy a carcinomds és sarcomas sejtekben egyarant kimutathato a citokeratinok
és az epithelialis membran antigének koexpresszidja, tovabba egylittes TP53 és KRAS
mutdciok, az X-kromoszdma inaktivacié azonos mintdzatai, valamint hasonld heterozigézitas

vesztés figyelhet6 meg a két komponensben [61].

Kutatasunk f6 korlatja az EZH2, p53 és p16 részletes molekuldris patoldgiai vizsgalatanak és
Osszefliggéseik elemzésének hianya, melyek a jovGbeli vizsgalatok kdzéppontjai lehetnek.
Ezenkivil a statisztikai megbizhatdsdgot az UCS ritkasagabol addédé alacsony esetszam
hatranyosan befolydsolhatja. Az EZH2 és pl6 alacsony vagy fokozott expresszidjanak
meghatarozasahoz korabbi tanulmanyok alapjan megvalasztott kiiszobértékekkel dolgoztunk
a jobb reprodukdlhatésdg és Osszehasonlithatésdg érdekében. A  kiiszobértékek
megvalasztasa manipuldlhatja az eseteloszlast, azonban jelenleg nincs elfogadott pontozasi
rendszer ezekre a markerekre [99][127][128][129]. Jelen tanulmdny erGsségei kozé tartozik,

hogy mindkét UCS komponenst, valamint azok hisztotipusait egyarant elemeztik.

Osszefoglalva Ugy tiinik, hogy az EZH2, p16 és p53 markerek altaldnos szerepet jatszanak az
UCS patogenezisében. Eredményeink alapjan kiilonb6z6 p53 expresszidés mintazat all fenn az
epithelialis komponens serosus és endometrioid hisztotipusai (aberrdns vs. vad tipus),
valamint a mesenchymalis komponens homoldg és heteroldg tipusai kozott (aberrans/diffuz
nuclearis vs. aberrdns/null mintdzat). Ezen mintazatbeli kiilonbségek eltér6 genetikai
jellemz6ket és differenciacios utakat jelezhetnek, melyek tovabbi molekularis patolégiai

vizsgalatokat igényelnek.
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VI. UJ MEGALLAPITASOK

1. Azelsé célkitlizésnek (EZH2 expresszio vizsgalata ECA és AlS mintakban) megfelel6en:

e Adataink aldtdmasztjak, hogy az EZH2 szerepet jatszhat a méhnyak mirigyhamdaganatok
patogenezisében [122].

e Eredményeink alapjan az EZH2 fehérje jelent6s expresszidja nemcsak az invaziv
endocervicalis mirigyhdmrakok, hanem azok rakmegel6z6 elvdltozdsaiban s
megfigyelhet6, mely azt sugallja, hogy az EZH2 mar a daganatképzddés korai fazisaban
megjelenik.

e Mivel az EZH2 expresszidja - fliggetleniil a human papillomavirus jelenlététél - minden
vizsgdlt esetben kimutathaté volt, az eredményeink nem tdmogatjdk azon hipotézist,
miszerint az EZH2 fokozott kifejez6dése ECA esetén a HPV E7 onkoprotein altal
bekovetkez6 folyamat.

o Feltételezziik, hogy az EZH2 lényeges és fliggetlen tényez6 az endocervicalis
carcinogenezisben és nagy valdszinliséggel fokozott kifejez6dése egyéb kontextusfliggé
folyamatok eredménye.

e Adataink azt mutatjdk, hogy az EZH2 fokozott expresszidja nagy diagnosztikai
megbizhatdsdggal - 95% feletti szenzitivitdssal és specificitassal - rendelkezik. Ebbdl
kovetkezik, hogy az EZH2 egy 6nmagaban megbizhatd differencidldiagnosztikai marker
lehet endocervicalis 1ézidk esetén.

e Ezenfelll az EZH2 fokozott expresszidjanak kimutatdsa hasznos differencidldiagnosztikai
eszkdz lehet a diagnosztikailag kihivast jelenté kis biopsias mintakban vagy a lapos
kdpositott mintak bizonytalanul megitélhet6, mechanikus/hé karosodast szenvedett
sebészi széleiben megjelené problémas endocervicalis |ézidkban a szovettani mintakban
és nem utolsoé sorban valdszinlleg a 1ézi6 sejtjeinek felismerésében a cytoldgiai mintakban

is.
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2.

A masodik célkitlizésnek (EZH2, pl6 és p53 expresszio vizsgalata méhtest

carcinosarcomakban) megfelelGen:

A méhtest carcinosarcoma esetek tanulmanyozasa soran megfigyeltik, hogy az EZH2
nemcsak az epithelialis komponensben mutat magas expressziés aranyt, hanem
hasonléan fokozottan jel6l6dik a mesenchymalis komponensben is.

Eredményeink alapjan a p16 az EZH2 markerhez hasonléan fokozottan expresszalodik, a
legtobb UCS eset pedig aberrdans p53 expressziét mutat. Mindemellett az UCS
hisztotipusok kdzott mintazatbeli kiilonbségeket talaltunk.

Adataink bizonyitjdk az EZH2 lehetséges szerepét az UCS patogenezisében, valamint
emberben az EMT elméletet egyarant tamogatjak.

Az EZH2, p16 fokozott és a p53 aberrans expresszidja az UCS-k ham és kotGszoveti eredetd
komponenseiben tovabba aldatdmasztja a méhtest carcinosarcoma tumorigenezisének
monoklondlis elméletét.

Eredményeink alapjan kilonb6z6 p53 expresszids mintazat all fenn az epithelialis
komponens serosus és endometrioid hisztotipusai k6zott (aberrdns vs. vad tipus), valamint
a mesenchymalis komponens homoldg és heteroldg tipusai kozott (aberrans/diffuz
nuclearis vs. aberrans/null mintazat). Ezen mintazatbeli kilonbségek eltéré genetikai
jellemzGéket és differencidcids utakat jelezhetnek, melyek tovabbi molekuldris patoldgiai

vizsgdlatokat igényelnek.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the nuclear expression of histone methyltransferase enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) in
endocervical neoplastic lesions such as invasive endocervical adenocarcinoma (ECA) and cervical in situ adenocarcinoma (AIS) in
comparison with normal endocervix and non-neoplastic counterparts. A total of 54 consecutive neoplastic cases (37 ECA, 17 AIS)
and 32 non-neoplastic endocervical lesions (15 reactive atypia, 9 microglandular hyperplasia, 3 tuboendometrioid metaplasia, 3
tunnel cluster, 2 endometriosis) were included in the study with adjacent normal endocervix if present. EZH2 immunoreactivity was
evaluated semiquantitatively by three independent experts in lesions and adjacent normal glandular epithelium as well. EZH2
expression was defined robust if at least two of the three experts rated partial or diffuse positivity. Robust EZH2 expression was
statistically compared among the neoplastic, non-neoplastic, and normal glandular epithelium samples. Diagnostic test capability of
robust EZH2 expression was calculated. Fifty-three out of the 54 neoplastic cases (98%) showed robust EZH2 expression. Robust
EZH2 expression was significantly less often (4 out of 32 cases, 12.5%) found in the non-neoplastic endocervical lesions
(p<0.0001) and never (0 out of 66 samples) in the adjacent normal glandular epithelium. Robust EZH2 overexpression had a
sensitivity and specificity of over 95% in detecting neoplastic lesions versus non-neoplastic lesions or normal glandular epithelium.
EZH2 may play a role in the pathogenesis of endocervical neoplasia, and the detection of robust expression of EZH2 might be a
useful differential diagnostic tool in problematic endocervical lesions in histology and cytology as well.

Keywords Cervical cancer - EZH2 - Endocervical adenocarcinoma - AIS

Introduction It is well established that the pRB pathway is involved in

the pathogenesis of cervical cancer due to the interaction with

Endocervical adenocarcinoma (ECA) is the second most com-
mon histological type of cervical cancer; it comprises approx-
imately 20 to 25% of cervical malignancies [1] and has a
poorer prognosis than squamous cell carcinoma [2]. Cervical
adenocarcinomas and their precursor lesions are heteroge-
neous and have several different subtypes, most of them close-
ly related to HR-HPVs [3].
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HR-HPV E7 oncoproteins leading to genomic instability [4].
It is also known that viral E6/E7 oncoproteins may interact
with different types of epigenetic enzymes, such as p300,
CBP, and pCAF, which can be involved in the oncogenesis
[5].

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), a member of the
polycomb group of genes, is a methyltransferase that methyl-
ates histone H3 on gene promoters and plays a critical role in
epigenetic gene silencing and chromatin remodeling. EZH2
inhibits cell differentiation and targets gene expression. In
conjunction with the p53 protein, it induces tumor cell prolif-
eration, metastasis, and immortalization [6].

Recent studies focused on the role of EZH2 in the patho-
genesis of various adenocarcinomas as well as malignant tu-
mors of the breast [7], lung [8], stomach [9], colon [10],
pancreatobiliary tract [11], liver [12], thyroid gland [13], pros-
tate [14], bladder [15], uterus [16], and ovary [17]. High ex-
pression of EZH2 was shown to be associated with tumor
aggressiveness and was suggested as a potential differential
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diagnostic marker [8, 10—17]. In the cervix, one study reported
overexpression and the possible prognostic significance of
EZH2 in squamous cell carcinoma [18].

Expression of EZH2 in endocervical neoplastic lesions is
yet unknown. In this study, we examined EZH?2 expression in
ECA and AIS, compared with non-neoplastic cervical lesions
and normal glandular epithelium.

Materials and methods
Patients and specimen collection

Consecutive patients from 2007 to 2017 with a diagnosis of
endocervical neoplastic lesions (ECA and/or AIS with or
without cervical intraepithelial neoplasia) and patients with
benign findings as a control group were collected from the
archives of the Department of Pathology, University of Pécs,
Hungary, and Department of Pathology, County Hospital
Tolna, Janos Balassa Hospital, Szekszard, Hungary.

Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue samples
from biopsy, cone, or hysterectomy specimens were available
along with the HE slides in each case. Slides were re-
evaluated to select the most feasible specimens for immuno-
histochemistry for each patient. We classified endocervical
adenocarcinomas based on the International Endocervical
Adenocarcinoma Criteria and Classification (IECC) [19].

This work has been approved by the local ethical commit-
tee (number of permission: PTE/57682/2017).

Immunohistochemistry

Prior to immunohistochemistry, formalin-fixed paraffin-em-
bedded tissue specimens were cut into 4-pm-thick sections
and dried for 20 min at 60 °C.

Immunostaining was performed using Leica Bond Max
autostainer (Leica Biosystems, Bannockburn, IL) and Leica
Bond Polymer Refine Detection Kit (Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tyne, UK). The mouse monoclonal EZH2
antibody (clone 6A10) was obtained from Leica Biosystems
(Newcastle Upon Tyne, UK) and used at a dilution of 1:200.
The immunostaining protocol included deparaffinization and
pH 9 epitope retrieval for 20 min, peroxidase blocking for
5 min, primary antibody incubation for 15 min, post-primary
rabbit anti-mouse IgG for 8 min, polymer anti-rabbit Poly-
HRP-IgG for 8 min, diaminobenzidine chromogen for
10 min, and hematoxylin counterstain for 5 min. Positive
and negative controls were included in all reactions.

Evaluation of immunoreactivity

Immunoreactivity evaluation included not only the neoplastic
lesions (ECA, AIS) or non-neoplastic lesions in control
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patients but the adjacent normal glandular epithelium as well,
if present. The presence of concurrent cervical intraepithelial
neoplasia was noted; however, these lesions were not included
in the immunoreactivity analysis. The histological patterns
were detected in the original, routine HE stained slides.

Immunoreactivity was evaluated semiquantitatively by
three independent board-certified pathologists with over
15 years of professional experience (expert 1: E.K., expert 2:
K.K., expert 3: A.O.). Cases were regarded as positive if they
were obviously positive by % 40 magnification and further
classified according to the percentage of cells with nuclear
staining: < 10% as focally positive “+”, 10-50% as partly
positive “++7”, and > 50% as diffusely positive “+++” [20].

The inter-expert agreement was determined using
Intraclass Correlation Coefficient (ICC) [21] for both the neo-
plastic and the non-neoplastic lesions ratings. Two-way mod-
el, absolute agreement type was applied; both single and av-
erage measurement reliability was calculated. The analysis
was run in MedCalc statistical software (version 13.0.0.0,
MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium) [22].

For statistical analyses, the individual ratings per lesions
and normal glandular epithelium if present were transformed
into a binary overall score. Immunoreactivity of a lesion or
normal glandular epithelium was regarded “robust” if at least
two of the three experts rated either “++” or “+++7.
Immunoreactivity was regarded as “negative/focally positive”
if at least two of the three experts rated either “—” or “+”.
Adjacent normal glandular epithelium was included in analy-
ses if it was detected by at least two experts.

Neoplastic (ECA and AIS) and non-neoplastic lesion im-
munoreactivity overall scores were statistically compared
using Fisher’s exact test (MedCalc). P value was considered
statistically significant if under 0.05.

Diagnostic test capability (sensitivity, specificity, and pos-
itive and negative predictive value) of EZH2 overexpression
in distinguishing (a) neoplastic lesions from non-neoplastic,
(b) neoplastic lesions from normal endocervical epithelium,
and (c) neoplastic lesions from non-neoplastic lesions and
normal endocervical epithelium combined was evaluated also
using MedCalc.

Results

A total of 54 cases of endocervical neoplastic lesions (37
ECA, 17 AIS) were retrieved from the archive. In 12 out of
these cases, concurrent HSILs were present. Concurrent LSIL
was present in one case. The median patient age was 44.5
(range 29-84). The most common IECC diagnoses were hu-
man papillomavirus—associated adenocarcinoma (HPVA)
type (92% of the cohort). Between subcategories, usual type
adenocarcinoma was the most common HPVA type (88% of
the cohort), followed by villoglandular, mucinous not
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Table 1 Clinical and immunostaining data of ECA cases
Case No. Age Diagnosis Type (IECC*) EZH2 immunoreactivity®

Normal glandular epithelium Neoplastic endocervical lesions

Expert Overall score’ Expert Overall score’

1 2 3 1 2 3
1. 83 ECA HPVA®/mucinous, intestinal o o} o} o] 4+ +++ ++ +
2. 84 ECA HPVA/usual - 2 - - +++ +++ +++ +
3. 74 ECA HPVA/usual o o 2} o T+ T+ 4+ +
4. 53 ECA + CIN3! HPVA/usual - + - - +++ +++ 4+ +
5. 50 ECA NHPVA“/endometrioid - - - - + + ++ -
6. 48 ECA HPVA/usual o] 2} - o +++ ++ o+ +
7. 49 ECA + CIN3 HPVA/usual o] o] o] o] +++ +++ ++ +
8. 48 ECA HPVA/usual o] 2] - o +++ ++ ++ +
9. 42 ECA + AIS HPVA/usual + - - - +++ +++ +++ +
10. 45 ECA HPVA/usual - - - - +++ T+ o+ +
11. 37 ECA HPVA/usual — — — — +++ + +4++ +
12. 41 ECA HPVA/villoglandular [o] [o] [o] o +++ +++ +++ +
13. 37 ECA HPVA/usual o o 2] o +++ +++ +++ +
14. 36 ECA + CIN2 HPVA/usual o - - - ++ +++ ++ +
15. 30 ECA HPVA/usual - - - — +++ ++ 4+ +
16. 31 ECA HPVA/usual - - — — +++ +++ 4+ +
17. 90 ECA HPVA/usual 2} 2 2 o -t +++ -+ +
18. 43 ECA HPVA/usual o o - o +++ +++ +++ +
19. 43 ECA HPVA/usual o o] o] o +++ +++ +++ +
20. 49 ECA HPVA/mucinous NOS’ o] o - o] +++ +++ +++ +
21. 44 ECA HPVA/usual o] o] o] o] +++ +++ +++ +
22, 47 ECA HPVA/usual o o} o o +++ +++ +++ +
23. 32 ECA HPVA/usual - - - — +++ +++ ot +
24, 42 ECA HPVA/usual o] 2] 2] '] +++ +++ 4+ +
25. 37 ECA HPVA/usual - - — — T+ T+ 4 +
26. 54 ECA HPVA/usual - - - - 4 T+ T+ +
217. 52 ECA HPVA/usual o o - o +++ ++ +++ +
28. 50 ECA HPVA/usual o [2] - '] +++ +++ +++ +
29. 36 ECA HPVA/usual - - - - +++ +++ +++ +
30. 86 ECA HPVA/usual o o] o] '] ++ ++ ++ +
31. 45 ECA HPVA/usual o] o] - '] ++4+ +++ 4+ +
32. 36 ECA + CIN3 HPVA/usual - — - — Aot ++ +4+ +
33. 41 ECA + AIS HPVA/iSMILE® - - - - +++ T+ o+ +
34, 48 ECA NHPVA/serous - o o o] +++ +++ +++ +
35. 77 ECA NHPVA/serous - - - - +++ T+ +++ +
36. 47 ECA HPVA/usual - - - — T+ T+ -+ +
37. 37 ECA HPVA/usual - - - — T+ T+ 4 +

Endocervical adenocarcinoma

! Cervical intraepithelial neoplasia

2 No normal glandular epithelium present on slide

3 Immunoreactivity extent: +++ =>50%, ++ = 10-50%, + = < 10%, — = negative—no obvious immunoreactivity at x 40 magnification

* International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification [19]

> Human papillomavirus—associated adenocarcinoma

© Nonhuman papillomavirus-associated adenocarcinoma

"Mucinous, not otherwise specified

# Invasive stratified mucin—producing carcinoma

? Overall score of immunoreactivity evaluation:

w_»

expression (at least two experts rated either “++” or “+++7)

refers to negative/focally positive (at least two experts rated either

otherwise specified (NOS), and mucinous including intestinal
and invasive stratified mucin-producing carcinoma (iISMILE)
categories (3%) (Table 1). There were only three patients with
nonhuman papillomavirus—associated adenocarcinoma
(NHPVA) (8%). Between subcategories, there were two cases

w_»

or “+”) while “+” refers to robust

with serous type and one with the endometrioid type of
NHPVA.

The detailed results of the EZH2 immunohistochemical
analyses for ECA and AIS are summarized in Table 1 (for
ECA) and in Table 2 (for AIS).
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Table 2  Clinical and immunostaining data of AIS cases
Case No. Age Diagnosis EZH2 immunoreactivity®
Normal glandular epithelium Neoplastic endocervical lesions
Expert Overall score® Expert Overall score®
1 2 3 1 2 3
1. 33 AIS - - - - +++ +++ +++ +
2. 53 AIS + CIN1! + + - — +++ +++ T+ +
3. 42 ECA + AIS + - - - +++ +++ -+ +
4. 41 AIS - - - - +++ +++ +++ +
5. 38 AIS — — — - +++ +++ +++ +
6. 35 AIS - - - - +++ +++ +++ +
7. 36 AIS - - - - +++ +++ +++ +
8. 31 AIS — — — - +++ +++ +++ +
9. 45 AIS + CIN3 o’ o - 2 ++ + + +
10. 48 AIS + CIN3 - + - - +++ +++ +++ +
11. 46 AIS + CIN3 - - — — +++ 4+ +++ +
12. 41 AIS + CIN3 - - — — b 4t +++ +
13. 45 AIS + CIN3 — - — - b 4t +++ +
14. 40 AIS + CIN3 - + - - ot +++ +++ +
15. 41 ECA + AIS - — - — +++ -+ . +
16. 38 AIS + CIN3 - + - — +++ +++ T+ +
17. 65 AIS + CIN3 - - - - +++ T+ T+ +
Adenocarcinoma in situ
! Cervical intraepithelial neoplasia
2No normal glandular epithelium present on slide
3 Immunoreactivity extent: +++=> 50%, ++ = 10-50%, + = < 10%, — = negative—no obvious immunoreactivity at x 40 magnification

“_»

* Overall score of immunoreactivity evaluation:
robust expression (at least two experts rated either “++” or “+++7)

All neoplastic endocervical lesions (ECA and AIS)
were found to be EZH2 positive by all three experts (for
details see Tables 1 and 2). Except for one case out of the
54, all of these lesions (98.14%) received a “robust” over-
all score.

Adjacent normal glandular epithelium was detected in
34 (63%) out of the 54 malignant cases by at least two
experts. On average, immunonegativity was found in
88.3%, while focal positivity in 11.7% of the detected
normal glandular epithelium samples by the three experts
(for details see Tables 1 and 2). Ratings resulted in an
overall score of “negative/focally positive” in all of the
34 cases.

Figure 1 shows representative cases of diffuse (robust)
EZH2 immunoreactivity of the neoplastic endocervical le-
sions (ECA and AIS) and negative immunoreactivity of the
adjacent normal glandular epithelium.

A total of 32 non-neoplastic endocervical lesions (15 reac-
tive atypia, 9 microglandular hyperplasia, 3 tuboendometrioid
metaplasia, 3 tunnel cluster, 2 endometriosis) were analyzed.

@ Springer

refers to negative/focally positive (at least two experts rated either

w_»

or “+”) while “+” refers to

The detailed results of the EZH2 immunohistochemical
analyses for non-neoplastic endocervical lesions were summa-
rized in Table 3.

On average, 67.7% of the ratings were negative, 24% of'the
ratings were focally positive, and 8.3% of the ratings were
partly positive. The ratings resulted in an overall score of
“negative/focally positive” in 28 out of the 32 cases (87.5%)
and “robust” in the rest of the cases (4 cases, 12.5%).

Adjacent normal glandular epithelium was detected in all
non-neoplastic endocervical lesion cases by all experts.

These adjacent normal glandular epithelium samples were
on average rated immunonegative in 95.84%, focally positive
in 2.08%, and partially positive in other 2.08% (for details see
Table 3). These ratings resulted in an overall score of “nega-
tive/focally positive” for each sample. Figures 2 and 3 show
representative cases of negative or focally positive (+) EZH2
immunoreactivity of the non-neoplastic lesions.

Fisher’s exact test yielded a statistically significant (two-
tailed p <0.0001) difference in the overall immunoreactivity
scores between the neoplastic and non-neoplastic lesions
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Fig. 1 EZH2 nuclear expression in CIN, AIS, and ECA. a Diffuse
positive (robust) expression of EZH2 in CIN3 and AIS, negative
staining of EZH2 in normal endocervical glandules (Table 2; Case No.
11; immunohistochemistry; x 100 magnification). b Diffuse positive

(“robust” score was found in 53 out of the 54 neoplastic le-
sions vs. in 4 out of the 32 non-neoplastic lesions).

Robust EZH2 expression was found to have a sensitiv-
ity of 98.15% (95% CI=90.11 to 99.95%) and a specific-
ity of 87.5% (95% CI=71.01 to 96.49%) in
distinguishing neoplastic lesions from non-neoplastic le-
sions, with a positive predictive value of 92.98% (95%
CI=83 to 98.05%) and a negative predictive value of
96.55% (95% Cl=82.24 to 99.91%). A sensitivity of
98.15% (95% CI=90.11 to 99.95%) and a specificity of
100% (95% CI=94.4 to 100%) were found in
distinguishing neoplastic lesions from all normal glandu-
lar epithelium samples (n = 66), with a positive predictive
value of 100% (95% CI=93.28 to 100%) and a negative
predictive value of 98.46% (95% CI=91.72 to 99.96%).
A sensitivity of 98.15% (95% CI1=90.11 to 99.95%) and
a specificity of 95.88% (95% C1=89.78% to 98.87%)
were found in distinguishing neoplastic from non-
neoplastic lesions and normal endocervical epithelium
samples combined (n = 98), with a positive predictive val-
ue of 92.98% (95% CI=83 to 98.05%) and a negative
predictive value of 98.46% (95% CI=94.17 to 99.97%).

For the neoplastic endocervical lesion (ECA and AIS) im-
munoreactivity ratings, inter-expert ICCs were 0.53 for single

(robust) expression of EZH2 in AIS (Table 2; Case No. 17;
immunohistochemistry; x300 magnification). ¢—d Diffuse positive
(robust) nuclear expression of EZH2 in ECA (Table 1; Case No. 22,
immunohistochemistry; x 200 and x 400 magnification)

measures (95% confidence interval = 0.37-0.67) and 0.77 for
average measures (95% confidence interval = 0.64—0.86).

For the non-neoplastic endocervical lesion immunoreactiv-
ity ratings, inter-expert ICCs were 0.8 for single measures
(95% confidence interval = 0.68-0.89) and 0.92 for average
measures (95% confidence interval = 0.86-0.96).

Discussion

The aim of this study was to investigate the EZH2 expression
status of neoplastic endocervical lesions such as ECA and AIS
compared with normal glandular epithelium and non-
neoplastic endocervical lesions.

All endocervical neoplastic lesions in this study were found
to be EZH?2 positive by all experts. Moreover, immunoreac-
tivity was found to be very extensive. Except for one case, all
(98.14%) neoplastic lesions showed a robust EZH2
expression.

In contrast, robust EZH2 expression was significantly less
often (4 out of 32 cases, 12.5%) found in the non-neoplastic
glandular lesions (two-tailed p <0.0001) and never (0 out of
66 samples) in the adjacent normal glandular epithelium.
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Table 3  Clinical and immunostaining data of non-neoplastic cases
Case No. Age Diagnosis EZH2 immunoreactivity”

Normal glandular epithelium Non-neoplastic endocervical lesions

Expert Overall score® Expert Overall score’

1 2 1 2 3
1. 33 Reactive atypia - - - - - - -
2. 50 - - - + + - -
3. 39 - - - - - - -
4. 54 - — — + + —
5. 40 - - - +
6. 40 - - - - - - -
7. 42 - - - - -
8. 39 ++ - - ++ ++ + +
9. 49 ++ - - ++ ++ + +
10. 43 - - - + + + -
11. 32 - - - - -
12. 46 - - - + - + -
13. 61 - - - - - -
14. 48 - - - - - - -
15. 48 - - - - - - -
16. 51 Microglandular hyperplasia - - - - - - -
17. 50 - - - - - - -
18. 37 - - - - - - -
19. 69 - - - + + + -
20. 37 - - - - - - -
21. 54 - - - + + + -
22. 37 - - - - - - -
23. 48 - - - - - + -
24. 51 - - - - - - -
25. 35 Endometriosis - - - - - - -
26. 33 - - - - - - -
27. 36 TEM' - - - - - - -
28. 41 - - - ++ ++ + +
29. 46 - - - - - - -
30. 61 Tunnel cluster - - - - - - -
31 53 - - - ++ ++ + +
32. 67 - - - - - - -
! Tuboendometrioid metaplasia
2 Immunoreactivity extent: ++ = 10-50%, + = < 10%, — = negative—no obvious immunoreactivity at x 40 magnification

“_»

? Overall score of immunoreactivity evaluation:
robust expression (at least two experts rated either “++” or “+++”)

Occasionally, false positivity was caused by squamous meta-
plasia or reserve cell hyperplasia (e.g., in Fig. 2 case b).
Robust EZH2 expression appeared to have an excellent
diagnostic test capability in differentiating neoplastic lesions
from non-neoplastic lesions and normal endocervix. A sensi-
tivity of 98.15% and a specificity of 95.88% were found in
distinguishing neoplastic from non-neoplastic lesions and
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refers to negative/focally positive (at least two experts rated either “—” or “+”) while “+” refers to

normal endocervical epithelium samples combined (n =98),
with a positive predictive value of 92.98% and a negative
predictive value of 98.46%.

Inter-observer agreement for average measurements could
be interpreted as excellent [23].

Our presented data suggest that EZH2 plays a role in the
pathogenesis of not only malignancies of the breast [7], lung
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Fig. 2 Reactive atypia, microglandular hyperplasia, and endometriosis
with HE. al, bl (x 400 magnification), cl (x 200 magnification). a2
EZH2 focal positivity in reactive atypia (Table 3; Case No. 10;
immunohistochemistry; x 400 magnification). b2 No expression of

[8], stomach [9], colon [10], pancreatobiliary tract [11], liver
[12], thyroid gland [13], prostate [14], bladder [15], endome-
trium [16], and ovary [17] but also in endocervical neoplasia
as well. Since EZH?2 expression was found in all investigated
cases including the non-human papillomavirus—related ones,
authors speculate that EZH?2 is a substantial and independent
factor in endocervical carcinogenesis.

Yuting Gu et al. [24] studied the expression of EZH2 in
endometrial carcinomas. The expression rate of EZH2 in en-
dometrial carcinoma tissue (68.27%) was significantly higher
than that in adjacent tissue (24.03%). Nan Jia et al. [25] dem-
onstrated that EZH2 was overexpressed (medium to strong
reactivity) in complex hyperplasia, atypical hyperplasia, and
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EZH2 in microglandular hyperplasia, EZH2 focal positivity in
squamous metaplasia (Table 3; Case No. 24; immunohistochemistry; x
400 magnification). c2 Negative staining of EZH2 in endometriosis
(Table 3; Case No. 25; immunohistochemistry; x 200 magnification)

endometrial cancer, but not in simple hyperplasia and normal
endometrium (with negative to weak expression). In the study
by Jin et al., aberrant overexpression of EZH2 was frequently
observed in cervical squamous cell carcinoma as compared
with adjacent normal tissues (P =0.0005). Although these
studies investigated immunoreactivity intensity, unlike immu-
noreactivity extent as in the present study, the results appear to
be still comparable. EZH2 immunoreactivity differences be-
tween neoplastic and non-neoplastic and/or normal tissues
appear to be at least as appreciable in the endocervix as in
the endometrium or cervical squamous epithelium. This raises
that EZH?2 staining might be applied as a differential diagnos-
tic tool in endocervical lesions. At present, panels including
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Fig. 3 Tuboendometrioid metaplasia (TEM) and tunnel cluster with HE.
al, bl (al, x 400 magnification; bl x 300 magnification). a2 EZH2
negative staining in TEM (Table 3; Case No. 27; x 400 magnification).
a3 Partly positive (robust) expression (++) of EZH2 in another sample

combinations of various markers are suggested for
endocervical differential diagnosis. Sandra Lee et al. [26]
showed that p16, p16/Ki67 dual stain, ProExC, CEA, ESA,
HIK 1083, Claudin 18, and ER losses in perilesional stromal
cells were useful with high (> 0.75) sensitivity and specificity
estimates in > 1 malignant versus benign comparisons. Our
data indicate that robust expression of EZH2 alone has an
even higher diagnostic reliability, with a sensitivity and spec-
ificity of over 95%.

As a conclusion, EZH2 may play a role in the pathogenesis
of endocervical neoplasia, and the detection of robust expres-
sion of EZH2 might be a useful differential diagnostic tool in
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with TEM (Table 3; Case No. 28; x 400 magnification). b2 EZH2
negativity in tunnel cluster (Table 3; Case No. 30; x 300 magnification).
b3 Partly positive (robust) expression (++) of EZH2 in another case of
tunnel cluster (Table 3; Case No. 31; x 300 magnification)

problematic endocervical lesions in histology and probably in
cytology as well.
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Introduction: The role of p16 and p53 immunohistochemistry in the diagnosis
of rare and aggressive uterine carcinosarcoma (UCS) has been well established.
However, enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), a histone methyltransferase
and a member of the polycomb group family is a relatively new biomarker, with
limited published data on its significance in this tumor type. The goal of this
study was to examine EZH2 expression in UCS and its components, in
correlation with morphological features, and p16 and p53 staining patterns.

Methods: Twenty-eight UCSs were included in the study. EZH2, pl6 and
p53 immunoreactivity were assessed independently by two pathologists in
both tumor components (epithelial and mesenchymal). EZH2 and
pl6 immunostains were scored semiquantitatively: based on the percentage
and intensity of tumor cell staining a binary staining index (*high- or low-
expressing”) was calculated. The p53 staining pattern was evaluated as wild-
type or aberrant (diffuse nuclear, null, or cytoplasmic expression). Statistical
tests were used to evaluate the correlation between staining patterns for all
three markers and the different tumor components and histotypes.

Results: High EZH2 and p16 expression and aberrant p53 patterns were present
in 89.3% 78.6% and 85.7% of the epithelial component and in 78.6%, 62.5% and
82.1% of the mesenchymal component, respectively. Differences among these
expression rates were not found to be significant (p > 0.05). Regarding the
epithelial component, aberrant p53 pattern was found to be significantly (p =
0.0474) more frequent in the serous (100%) than in endometrioid (66.6%)
histotypes. Within the mesenchymal component, p53 null expression pattern
occurred significantly (p = 0.0257) more frequently in heterologous sarcoma
components (71.4%) compared to the homologous histotype (18.8%).

Abbreviations: MMMT: Malignant mixed Mullerian tumor; UCS: Uterine carcinosarcoma; EMT:
Epithelial-mesenchymal transition; EZH2: Enhancer of zeste homologue 2; RMS:
Rhabdomyosarcoma; IHC: Immunohistochemistry; ec: epithelial component; mc: mesenchymal
component.
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Conclusion: In conclusion, EZH2, p16 and p53 seem to play a universal role in
the pathogenesis of UCS; however, a distinctive pattern of p53 expression
appears to exist between the serous and endometrioid carcinoma components
and also between the homologous and heterologous sarcoma components.

KEYWORDS

uterine cancer, carcinosarcoma, EZH2, p16, p53

Introduction

Uterine carcinosarcoma (UCS), or uterine malignant mixed
Miillerian tumor (MMMT) is a very aggressive and rare
neoplasm of the female genital tract, comprising less than 5%
of endometrial malignancies [1].

This tumor has a biphasic morphology, containing both
malignant  epithelial ~ (carcinomatous) and  malignant
mesenchymal (sarcomatous) components [2]. In most cases, it
consists of a single carcinoma and a single homologous sarcoma
histologic subtype. The former is usually serous carcinoma,
followed by

undifferentiated, and mixed histotypes. The mesenchymal

less common endometrioid, clear cell,
component is most often a homologous high grade sarcoma,
and less often it consists of a heterologous rhabdomyosarcoma
(RMS), chondrosarcoma, osteosarcoma, or liposarcoma [3, 4].

The majority of studies support the “metaplastic monoclonal
or conversion theory,” whereby UCS develops from the
metaplastic transformation of a single neoplastic cell type [5].
As part of the process, epithelial-mesenchymal transition (EMT)
allows a polarized epithelial cell to transmogrify into a
mesenchymal cell phenotype, giving the ability for it to
migrate away from its original epithelial layer [6]. The EMT
theory is supported by high epithelial to mesenchymal transition
gene signature scores and is likely due to epigenetic alterations at
microRNA  promoters and histone gene mutations and
amplifications [7]. However, a small percentage of UCS seem
to represent real collision tumors, since they are molecularly
biclonal and most likely develop from two independent cell
populations [8].

Carcinosarcomas exhibit a significantly poorer prognosis
compared to other high-grade endometrial carcinomas such as
grade 3 endometrioid carcinoma, serous carcinoma and clear cell
carcinoma [9].

Polycomb group proteins are a group of important epigenetic
regulators. Enhancer of zeste homologue 2 (EZH2), a histone
lysin methyltransferase and a catalytic component of polycomb
repressive complex 2 is involved in cell proliferation, cell
by the
transcription of several tumor suppressor genes (including

differentiation and  tumorigenesis silencing
p21, pl6 and p27) [10-13]. Accordingly, numerous studies
have highlighted the role of EZH2 in cancer development and
progression. Overexpression of EZH2 protein has been shown in

various malignant tumors, including carcinomas of the breast
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[14], lung [15], stomach [16], colon [17], pancreatobiliary tract
[18], liver [19], thyroid gland [20], prostate [21], and bladder
[22]. EZH2 has been also studied in most common gynecologic
malignancies such as cervical [23, 24], endometrial [25, 26] and
ovarian cancer [27, 28].

In recent years, EZH2 expression has also been discovered in
certain sarcomas, including Ewing sarcoma [29], RMS [30, 31],
synovial ~ sarcoma [32],  osteosarcoma [33], and
chondrosarcoma [34].

Strong evidence demonstrated that EZH2 could promote
EMT [35, 36],
EZH2 overexpression may also be invoved in the pathogenesis
of UCS.

Nevertheless, only limited data are available regarding

therefore, we postulated that aberrant

EZH2 expression and its clinicopathological correlations in
UCS. EZH2 positivity in UCS was previously only reported in
one effusion cytology specimen [37].

p53 is a frequently used immunohistochemical marker in the
diagnostic work-up of endometrial carcinomas, and based on
The Cancer Genome Atlas database over 90% of UCS harbor
TP53 mutation [38]. Similarly, the p16-RB pathway has also been
previously implicated in the pathogenesis of UCS [39].

In this study, our goal was to investigate the potential role of
EZH?2 along with p16 and p53 biomarkers in the diagnosis and
histogenesis of UCS components and their histotypes.

Materials and methods
Subjects
The study was approved by our institutional ethical

of KK/644-1/2020).
Consecutive cases of UCS diagnosed from 2012 to 2019 were

committee  (number permission:
retrieved from the archives of the Department of Pathology,
University of Pécs, Hungary.

Formalin-fixed and paraffin embedded tissue samples were
collected from hysterectomy and biopsy (curettage) specimens.
The original hematoxylin and eosin-stained slides from each case
were reviewed, and representative blocks containing both
malignant epithelial and mesenchymal components were
selected for immunohistochemistry (IHC). The epithelial
component was subclassified according to the current WHO
[40] as endometrioid, clear cell,

classification serous,
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undifferentiated and mixed histotypes, while the mesenchymal
component was classified as homologous or heterologous type.

Immunohistochemical analysis of EZH2,
pl6 and p53 expression

For THC, 4 um thick sections were cut from the formalin-
fixed paraffin-embedded tissue specimens. Immunostaining for
EZH2 (mouse monoclonal, clone 6A10, prediluted, Newcastle
Upon Tyne, United Kingdom), for pl6 (mouse monoclonal,
clone E6H4; Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ), and
for p53 (rabbit monoclonal, clone SP5, prediluted; Thermo
Scientific, United States) were performed with proper positive
and negative controls using Leica Bond Max autostainer (Leica
Biosystems, Bannockburn, IL) and Leica Bond Polymer Refine
Detection Kit (Upon Tyne, United Kingdom). Immunoreactivity
was evaluated in both the epithelial and mesenchymal
components independently by two board-certified pathologists
with over 15 years of professional experience (K.K., A.O.).

EZH2 and pl6 expression were scored semiquantitatively
according to the percentage of tumor cell nuclear staining: 1+:
<10% of tumor cell nuclei, 2+: between 10% and 50% of tumor
cell nuclei, 3+: >50% of tumor cell nuclei [24, 41-44], and
staining intensity (0: no staining, 1+: weak, 2+: moderate, 3+:
strong). As in the previous studies, a staining index was
calculated as the product of staining percentage and intensity
on a scale of 0-9 [45, 46]. The tumors were categorized as high-
expressing (staining index >4) or low-expressing (staining
index <4).

P53
according to the recommendations by the International

immunoreactivity interpretation was conducted
Society for Gynecological Pathologists [47]. The p53 staining
pattern was evaluated as wild-type or aberrant (latter can be
further classified as diffuse nuclear, null, or cytoplasmic
expression) [48]. In more details, wild-type (normal) pattern
is met when a scattered nuclear staining is present with no or
weak cytoplasmic staining; Aberrant/diffuse nuclear pattern is
met when 80% strong and diffuse nuclear staining is present
(with or without any cytoplasmic staining), Aberrant/null
pattern is met when a complete absence of nuclear staining in
all cells is present without cytoplasmic staining; Aberrant/
cytoplasmic pattern is met when a moderate to strong
cytoplasmic staining is present in the absence of diffuse
nuclear expression.

Statistical evaluation

For EZH2 and p16, the median staining index scores (low or
high expression) of the two experts were calculated in both
components. Regarding staining percentage and staining
intensity, the ratings were summed up for further analysis.
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Discordant p53 pattern ratings were reevaluated and the final
result was decided in consensus. The EZH2 and p16 expression
indices and p53 staining patterns were compared between the
epithelial and mesenchymal components, as well as between the
serous and endometrioid carcinoma components, and between
the homologous and heterologous sarcoma components. Mixed
and undifferentiated epithelial histotypes were excluded from
histotype comparisons due to the low case numbers. Depending
on the sample size, Chi square or Fisher exact tests were used to
compare categorical values (staining index and p53 staining
pattern) while Mann-Whitney test was used to compare
ordinal values (staining percentage and staining intensity).
between
components were evaluated with kappa test. All statistical
tests were run in Medcalc [49]. A p-value of <0.05 was

Concordance epithelial ~and  mesenchymal

considered statistically significant [50].

Results

This study included 28 women with uterine carcinosarcoma,
with a median age of 70.5 years (range 53-85 years). Formalin-
fixed and paraffin embedded tissue samples were available from
22 hysterectomy and 6 biopsy (curettage)
Histologically, the epithelial component comprised of 14
(50%) (32.1%) (7.1%)

undifferentiated, and 3 mixed (serous and endometrioid)

specimens.

serous, 9 endometrioid, 2
carcinomas (10.7%). The mesenchymal component contained
heterologous elements in 7 cases (25%), and homologous
elements in 21 samples (75%). Among the heterologous
sarcoma components, 4 chondrosarcoma and 3 RMS
occurred. The most common homologous components were
14), followed by

undifferentiated and

endometrial stromal sarcoma (n =

3 leiomyosarcomas, 3 sarcomas,
1 myxoid fibrosarcoma.

The immunoreactivity measures of EZH2 and p16 in the
epithelial and mesenchymal components are shown in Table 1.
High EZH2 expression was slightly more common in the
(89.3%) the (78.6%)
component. Similarly, pl6 expression was slightly higher in
the epithelial (78.6%) compared to the mesenchymal (62.5%)
test, pl6
EZH2 expressions between the epithelial and mesenchymal

epithelial than in

mesenchymal

components. Based on Fisher's exact and
components were not statistically different (for EZH2 p =
0.468; for pl6 p = 0.248). Based on Mann-Whitney tests,
marker staining percentages and intensities were also not
statistically different between the epithelial and mesenchymal
components (p = 0.074 and p = 0.076 for staining percentage of
EZH2 and p16, respectively; p = 0.11 and p = 0.059 for staining
intensity of EZH2 and p16, respectively).

Figure 1 shows representative cases of diffuse and strong
immunoreactivity with EZH2 and pl6 markers and diffuse

nuclear p53 pattern.
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TABLE 1 Immunoreactivity of EZH2 and p16 in UCSs based on the two independent experts’ ratings (medians for staining index, sums for staining

percentage and nuclear intensity).

EZH2

plé

Epithelial component

Staining index

Low* 3 (10.7) 6 (21.4)
High" 25 (89.3) 22 (78.6)
Staining percentage 5.68 (0.72) 5.18 (1.15)
Nuclear Intensity 5.64 (0.95) 5.18 (1.36)

“Staining index of < 4.
"Staining index of > 4.
“Value range = 0-6.

Mesenchymal component

Epithelial component Mesenchymal component

n (%)
6 (21.4) 10.5 (37.5)
22 (78.6) 17.5 (62.5)
average“(SD)
4.96 (1.68) 432 (1.87)
5.21 (1.5) 4.46 (1.86)

FIGURE 1

The immunoreactivity measures of EZH2 and pl6, in the
different carcinoma components are shown in Table 2. Both
serous and endometrioid histotypes showed prominent staining
with all markers. High expression of EZH2 was almost always
present (89% for both endometrioid and serous carcinomas).
High pl6 expression was also very common (88% of
endometroid, 79% of serous cases). There were no statistical
differences in the EZH2 and pl6 staining scores between the
serous and endometrioid histotypes (Fisher exact test p values for
staining index of EZH2 and p16 between the histotypes were
0.74 and 0.96 respectively. Mann-Whitney p values for staining
percentages of EZH2 and pl6 between the two carcinoma

Pathology & Oncology Research

(A—D): Uterine carcinosarcoma, Case No. 26., X200 magnification. (A) HE staining shows malignant epithelial (serous carcinoma) and
mesenchymal (homologous undifferentiated sarcoma) components. (B, C) Diffuse, strong positive (3+) expression of EZH2 (B), p16 (C) in both
components; (D): >80% strong and diffuse p53 nuclear staining in both components.
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histotypes were 0.35 and 0.15, respectively. Mann-Whitney p
values for EZH2 and pl6 staining intensity between the two
carcinoma histotypes were 0.37 and 0.26, respectively.)

The immunoreactivity measures of EZH2 and pl6 in
homologous and heterologous sarcoma components are
shown in Table 3. Both sarcoma types showed similarly
common high EZH2 expression (79% of the homologous
elements, and 78.6% of the heterologous elements) and
pl6 expression (60% of the homologous elements and 72% of
the heterologous elements). These markers showed no statistical
differences (Fisher exact test p values for staining index of
EZH2 and pl6 between the two types were 1 and 0.66,
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TABLE 2 Immunoreactivity of EZH2 and p16 in UCS epithelial component serous and endometrioid histotypes based on the two independent experts’
ratings (medians for staining index, sums for staining percentage and nuclear intensity).

EZH2 pl6

Endometrioid Serous Mixed Undiff. Endometrioid Serous Mixed Undiff.
Staining index n (%)
Low? 1(11) 1.5 (10.7) 0.5 (16.7) 0 (0) 2(22) 3(21) 1(333) 0 (0)
High® 8 (89) 12.5 (89.3) 2.5 (83.3) 2 (100) 7 (88) 11 (79) 2 (66.7) 2 (100)

average® (SD)

Staining percentage 5.77 (0.66) 5.57 (0.85) 5.66 (0.57) 6 (0) 4.88 (1.45) 4.93 (1.9) 4.66 (2.3) 6 (0)
Nuclear Intensity 5.44 (1.33) 571 (0.82) 5.66 (0.57) 6 (0) 5.11 (1.76) 528 (1.32) 466 (2.3) 6 (0)

“Staining index of <4.
"Staining index of >4.
“Value range = 0-6.

TABLE 3 Immunoreactivity of EZH2 and p16 in UCS mesenchymal component homologous and heterologous types based on the two independent
experts’ ratings (medians for staining index, sums for staining percentage and nuclear intensity).

EZH2 pl6

Homologous Heterologous Homologous Heterologous
Staining index n (%)
Low* 45 (21) 15 (214) 8.5 (40) 2(28)
High® 16.5 (79) 5.5 (78.6) 12.5 (60) 5 (72)

average® (SD)
Staining percentage 5.14 (1.23) 5.28 (0.95) 4.23 (1.92) 4.57 (1.81)
Nuclear Intensity 5.38 (1.28) 4.57 (1.51) 4.42 (1.98) 4.57 (1.51)
“Staining index of <4.

"Staining index of >4.
“Value range = 0-6.

TABLE 4 p53 staining patterns in UCS components and component types.

Epithelial component Mesenchymal component
Expression Endometrioid Serous Mixed  Undifferentiated All Homologous Heterologous All
Wild-type® 3/9 (33.3%) 0/14 (0%)  0/3 (0%)  1/2 (50%) 4/ 5/21 (23.8%) 0/7 (0%) 5/
28 (14.3%) 28 (17.9%)
Aberrant” 6/9 (66.6%) 14/ 3/ 1/2 (50%) 24/ 16/21 (76.2%) 7/7 (100%) 23/
14 (100%) 3 (100%) 28 (85.7%) 28 (82.1%)
Pattern  Diffuse 5/6 (83.3%) 11/ 2/ 0/1 (0%) 18/ 13/16 (81.2%) 2/7 (28.6%) 15/
nuclear 14 (78.6%) 3 (66.7%) 24 (75%) 23 (65.2%)
Naull 1/6 (16.7%) 3/ 1/ 1/1 (100%) 6/24 (25%)  3/16 (18.8%) 5/7 (71.4%) 8/
14 214%) 3 (33.3%) 23 (34.8%)
Cytoplasmic ~ 0/6 (0%) 0*/14 (0%)  0/3 (0%)  0/1 (0%) 0%/24 (0%)  0/16 (0%) 0/7 (0%) 0/23 (0%)

*Wild-type (normal) - scattered nuclear staining).

®Aberrant/Diffuse nuclear pattern: 80% strong and diffuse nuclear staining with ot without cytoplasmic staining, Aberrant/null pattern: complete absence of nuclear staining in all cells,
Aberrant/cytoplasmic pattern: moderate to strong cytoplasmic staining in the absence of diffuse nuclear expression. *One serous case and two endometrioid cases presented weak to
moderate cytoplasmic staining but also at least 80% strong and diffuse nuclear staining, therefore were attributed diffuse nuclear pattern (see Figure 2).
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FIGURE 2
(A—F) Different patterns of p53 expression. (A, B) Aberrant, p53 diffuse nuclear pattern with weak (A) and weak to moderate (B) cytoplasmic
staining in epithelial and mesenchymal components of UCS ((A): Case No. 26., X200 magnification, (B): Case No. 5., x400 magnification). (C, D)
Aberrant, p53 null pattern with complete absence of nuclear staining in all cells of both components ((C): Case No. 11., x200 magnification, (D): Case
No. 21, X200 magnification). Arrows indicate internal positive controls (lymphocytes). (E, F) Wild type p53 IHC pattern with scattered nuclear
staining in epithelial (E) and mesenchymal (F) component, (E): aberrant, p53 diffuse nuclear pattern in mesenchymal component ((E): Case No.
19., X200 magnification, (F): Case No. 22., X400 magnification).

respectively. Mann-Whitney p values for staining percentage of
EZH2 and pl6 between the two types were 0.37 and 0.4,
respectively. Mann-Whitney p values for staining intensity of
EZH2 and pl6 between the two types were 0.1 and 0.48,
respectively.)

P53 staining patterns are shown in Table 4. Aberrant
p53 immunostaining was seen in 85.7% of the epithelial and
82.1% of the mesenchymal components. These values were
statistically equal (Fischer test p = 1). P53 cytoplasmic staining
was observed only focally in 3/28 cases, but none of the tumors
showed aberrant cytoplasmic expression pattern. Within the
epithelial components, aberrant p53 expression was found in
66.6% of the endometrioid and 100% of the serous carcinomas,
which was statistically significant (Fisher test p = 0.0474). Regarding
the mesenchymal components, homologous sarcomas showed
aberrant p53 patterns in 76.2% of cases, while all heterologous
sarcomas (100%) were p53 aberrant (no statistical difference, Fisher
test p = 0.29). Aberrant null p53 pattern was observed in 71.4% of the
heterologous sarcomas, whereas only 18.8% of the homologous

Pathology & Oncology Research

06

sarcomas displayed this staining pattern (statistically significant
difference, Fisher test p = 0.0257). Aberrant diffuse nuclear
P53 expression was seen in 81.2% of the homologous sarcoma
histotypes. No other significant differences were identified in
p53 patterns among the UCS components and their different
histotypes.

Figure 2 illustrates different patterns of p53 expression.

P53 was concordant between epithelial and mesenchymal
components in 82.14% (Cohen’s k: 0.34, fair agreement).

Discussion

Our results showed that EZH2 and p16 are similarly highly
expressed, while p53 immunostaining is aberrant in the majority
of uterine carcinosarcomas. Pattern differences were found
between histotypes.
studies described
immunohistochemical profiles of carcinosarcomas.

Previous have various
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EZH2 positivity in UCS was previously reported in a single
effusion cytology specimen in one study [37], which investigated
the utility of EZH?2 as a single immunomarker in the diagnosis of
metastatic carcinoma in effusion samples. A total of 108 pleural,
peritoneal, and pericardial effusions/washings diagnosed as
unequivocally reactive (n = 41) and metastatic carcinoma (n =
67) by cytomorphology over 18 months were reviewed. Among
the metastatic carcinomas, 54 cases were adenocarcinoma and
the remaining cases were squamous cell carcinoma (n = 1),
1),
histological subtypes (n =

carcinosarcoma (n = and carcinoma of undefined
11). Only one carcinosarcoma
cytology specimen was included in this study that was a
positive case.

The role of p16 and p53 immunohistochemistry as diagnostic
and prognostic markers in UCS has been evaluated by a handful
of prior studies. Engelsen et al. demonstrated that pathologic
expression of p53 and pl6 in endometrial curettings identifies
high-risk endometrial carcinoma patients with poor prognosis
[51]. Buza and Tavassoli reported pl6 overexpression in the
carcinomatous and sarcomatous components of uterine
MMMTs, observed that pl6

reaction was significantly more intense and diffuse than

and immunohistochemical
p53 immunostaining in both components. The concordance
rates for pl6 and p53 immunoreactivity for the two
components within the same tumor were 83% and 90% of
cases, respectively [39]. Xiaowei et al. examined the possible
utility of pl6, p53, and PAX8 IHC in the diagnosis of
carcinosarcomas, and revealed almost equal staining in both
components for p16 and p53. P16 staining showed almost equally
high expression in the epithelial (74%) and mesenchymal
components (71%), and p53 expression also was similar in the
epithelial (48%) and mesenchymal (44%) components. High-
expression of PAX8 was more common in the epithelial (73%)
than in the mesenchymal (13%) components [46].

Compared to PAX8, EZH2 in our study shows not only a
slightly higher expression rate in the epithelial component but is
similarly highly expressed in the mesenchymal component
as well.

Increased expression of EZH2 has been described in most
common gynecologic malignancies such as cervical [23, 24],
endometrial [25, 26] and ovarian cancer [27, 28]. Prognostic
significance of EZH2 expression status has been also reported in
patients with these tumours, because high expression of
EZH2 was associated with tumor aggressiveness [52-54].
Therefore, EZH2 has been raised as a potential target for
tumor therapy, and both preclinical and clinical studies on
EZH2 [36, 55-58].
Regarding EZH2 as potential therapeutic target in UCS, no

inhibitors are intensively pursued
data exists in the literature.

Several further immunohistochemical markers have been
studied as potential markers/adjuncts in the diagnosis of UCS
as well, including p27, ¢-KIT, COX-2, EGFR, C-ErbB-2, the

oncogene AKT [39, 59-63]. Recently, HER2 expression was
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carcinosarcoma, as a
Rates
amplification were reported to be ranging from 6% to 25%.

also demonstrated in potential

therapeutic marker. of HER2 overexpression or
Intratumoural heterogeneity of HER2 expression/amplification
and lower HER2 expression in the sarcoma component
compared to the carcinoma component was also shown [62,
64, 65].

Regarding endometrial cancers in general, it is well-
documented that the staining patterns of p53 and plé are
different between endometrial serous and endometrioid
carcinomas [66-68]. The primary emphasis in most studies
examining p53 in endometrial carcinomas is placed on the
correlation between p53 overexpression and serous histology
[69]. Mutations in TP53 are observable in intraepithelial
carcinomas and are believed to occur at an early stage in the
development of uterine serous carcinoma [70]. In a subset of
endometrioid carcinomas, p53 overexpression has been
documented, predominantly in tumors categorized as FIGO
grade 3 endometrioid carcinomas [71]. In line with a
2018 recommendation, tumors exhibiting a double negative
profile (pl6-negative/p53-wild-type) are indicative of being
primarily endometrioid, whereas tumors demonstrating a
double positive profile (p53 aberrant/mutation-type and
diffuse strong pl6 positive) are more likely associated with
serous histology [66]. This is consistent with the findings of
the present study as we found significant more (p = 0.0474)
p53 aberrant type serous than endometrioid subtype of the
UCSs The different pl6
p53 staining patterns between endometrial cancer types and
Ucs

possibility of their different pathomechanisms. In non-UCS

epithelial components. and

related epithelial component histotypes raise the
related endometrial cancers, overexpression of EZH2 is well
established [26, 72]. Gu et al [72] collected a total of
104 samples from patients with the diagnosis of endometrial
the of EZH2 by

immunohistochemical staining. The results showed that the

cancer and analyzed expression
positive expression rate of EZH2 was 68.27%, which was
significantly higher than that in the adjacent tissue (p < 0.05).
Krill et al [26] analysed 87 tissue specimens from sixty patients
with both early and advanced stage endometrioid endometrial
adenocarcinoma and 27 matched-normal tissue specimens. Their
results showed that EZH2 mRNA (p < .0001) and protein
expression (p < .0001) in tumor specimens were significantly
higher than in the matched-normal tissue. In primary tumors,
EZH2 protein expression was associated with lympho-vascular
space invasion (p = .044), and EZH2 mRNA expression was
associated with age (p = .037). However, these studies did not
include specific cohorts of carcinosarcoma.

The pathogenesis of UCS is still debated. Authors largely
agree that EMT seems to play role in its development [3, 5, 6,
73-75]. The EZH2-PRC2 complex regulates several target genes.
EZH2 can directly bind to important tumor oncogenes and

initiate signaling pathways for EMT events. Furthermore,
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EZH2 can induce EMT. Ding et al. demonstrated that the
EZH2 inhibitor GSK343 suppresses the progression of cervical
cancer cells by inhibiting EMT. Their data also established that
treatment with GSK343 leads to a suppression of EMT in
xenograft tumours in nude mice. The observed EZH2-EMT-
associated phenotypes and their underlying mechanisms have
important implications for cervical cancer development and
severity, which suggests that targeting this pathway through
specific inhibitors would result in general epigenetic
reprogramming [55]. Our data support the possible role of
EZH2 in the pathogenesis of UCS along with the EMT theory.

The carcinomatous and sarcomatous components showed
85% concordance of p53 protein overexpression and 96%
concordance of TP53 gene mutation, which points to a
monoclonal origin of both components. P16 overexpression
60% of UCS
TP53 mutations. The concordance of pl6 expression between
the

approximately 85% in different series [39, 76].

occurs in about simultaneously ~ with

carcinomatous and sarcomatous components was

P53 THC is widely used as a surrogate for TP53 mutation
testing in diagnostic gynecologic pathology [77]. P53 ITHC is a
reliable diagnostic adjunct for histotyping and molecular
subtyping of endometrial carcinomas [48, 66, 78]. Another
use of p53 IHC is triaging gynecological sarcomas for
molecular testing based on the assumption that TP53-mutated
harbor

translocations [77]. Kunc et al. have observed high frequency

gynecological sarcomas do not cancer driving
of aberrant p53 IHC expression in extrauterine carcinosarcoma
and high concordance between the carcinomatous and
sarcomatous components [79]. Liu et al. reported
p53 overexpression in 63% of UCS, with 47% and 77%
overexpression in the homologous and heterologous tumors,
respectively [80]. It has been recently noted that 46% of the
epithelial and 53% of the mesenchymal components showed
overexpression of p53, displaying a strong similarity of these
tumor components [81]. In general, p53 diffuse positive cases
indicate possible nonsynonymous missense mutations. In
contrast, stopgain, indel or splicing mutations seem to result
p53 null positive phenotype [82-84].

We observed a high frequency of aberrant p53 THC
expression in UCS with a fair concordance (82.14%, Cohen’s
k = 0.34) between the epithelial and mesenchymal components
that is in line with previous reports [79-81, 85].

Cherniack et al. identified multiple somatic mutations and
copy number alterations in UCSs that offer expanded therapeutic
options including potential use of PARP, EZH?2, cell cycle and
PI3K pathway inhibitor [7]. Jones et al. in their study performed a
complete exome analysis of 22 UCS and verified genetic
alterations in chromatin remodelling genes. Overall, they
identified 777 somatic mutations in 702 genes. Mutations in
EZH2 were observed in 12% of the mutant tags [86].

The most frequently mutated genes in carcinosarcomas are
TP53, PTEN, PIK3CA, RB1, PPP2R1A, FBXW7, KRAS and
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ARID1A [7]. In TCGA, over 90% of carcinosarcomas harbor
a TP53 mutation [7]. Some carcinosarcomas share mutational
profiles with the endometrioid lineage, e.g., PTEN mutation,
indicating that, like serous carcinoma, an alternative route of
carcinogenesis is via a low-grade endometrioid carcinoma and its
precursors [87]. A comprehensive analysis of the genomic and
proteomic profiles of 57 UCSs has unveiled disruptions in
canonical pathways, notably the PI3K pathway. More than
75% of cases demonstrated mutations in FBXW?7, loss of RB1,
or amplification of CCNE]1, suggesting dysregulation in cell cycle
control [7].

Mutations in TP53 are frequently observed across various
tumors, underscoring the pivotal involvement of the FBXW7,
p53, and PI3K pathways in UCS. Among these pathways,
FBXW?7 stands out as a crucial driver in the development of
this particular cancer [88]. Conclusive genetic evidence obtained
through lineage tracing studies indicates that UCS originates
from endometrial epithelial cells undergoing an epithelial-
mesenchymal transition. This transition gives rise to a highly
invasive phenotype, with FBXW7 identified as the specific driver
in this process [89]. In accordance with the conversion theory,
UCS are believed to originate in a monoclonal fashion, with
carcinomatous subclones having the potential for metaplastic
differentiation and subsequent transformation into sarcomatous
cells [7]. Support for this theory stems from the concurrent
expression of cytokeratins and epithelial membrane antigens in
both carcinomatous and sarcomatous cells. Additionally, there is
consistency in TP53 and KRAS mutations, identical patterns of X
chromosome inactivation, and comparable loss of heterozygosity
observed between the carcinomatous and sarcomatous
components [7].

The main limitation of our study is that detailed molecular
pathological exploration of EZH2, p53 and pl6 and their
interactions were not performed, which may be the focus of
future research. In addition, statistical power may be impacted by
the low case number, however, this is largely explained by the
rarity of UCS. The applied cutoff values for defining EZH2 and
p16 as low or high expressing are somewhat arbitrary and may
affect case distributions. However, to date no standardized
scoring has been adopted for these markers. So, instead of
adjusting cutoff values for our study, we aimed to adhere to
previous publications to achieve better reproducibility and
comparability [24, 41-44]. Strengths of the study include that
both components of UCS as well as their subtypes were analyzed.

In conclusion, EZH2, p16 and p53 seem to play a universal
role in the pathogenesis of UCSs. However, a distinctive pattern
of p53 expression appears to exist between the serous and
endometrioid types of the epithelial component (aberrant vs.
wild type) and also between the homologous and heterologous
types of the mesenchymal component (diffuse nuclear aberrant
vs. null aberrant). These pattern disparities may indicate unique
genetical features and differentiation pathways warranting
further molecular pathological studies.
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