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Hematoxilin-eozin
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(Invasive) stratified mucin-producing carcinoma / (invaziv) rétegzett mucin
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Retinoblastoma

Rhabdomyosarcoma

The Cancer Genome Atlas / Rakgenom Atlasz
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I. BEVEZETES

A nbgyodgyaszat az egyik olyan sajatos szakteriilete a patoldgianak, ahol azimmunhisztokémiai
vizsgalatoknak kiemelt szerepe van a kiilonb6z6 kéréllapotok (reaktiv elvaltozasok, jéindulatu
vagy rosszindulatu daganatok és rdkmegel6z6 allapotaik) diagnosztikdjdban. A gyakorlati
életben nem ritkdn immunhisztokémiai panelek alkalmazdasaval sikeril csupan a kilonb6z6
korképeket egymastol elkiiloniteni.

A méhnyakrdak és a méhnyalkahartyardak a néi nemi traktus leggyakoribb rosszindulatu
daganatai kozé tartoznak. Mindkét daganattipus egy heterogén betegségcsoport eltéré
kéroktannal, molekularis hattérrel, kezelésre adott valaszkészséggel és korjoslattal.

Az endocervicalis adenocarcinoma (ECA) el6forduldsa a laphamcarcinomahoz képest ritkabb
(20-25%), klinikailag azonban rosszabb koérjoéslattal, szévettanilag nagyobb heterogenitdssal
jellemezhetd. A legtdbb invaziv endocervicalis mirigyrak HPV asszocialt (HPVA ECA). A magas
onkogén kockdazatu HPV fert6zéshez tarsuld laphdmrakokkal szemben a mirigyhamrakok egy
jelent6s szazalékanak (10-15%) kialakuldsdban azonban a HPV, mint kéroki tényez6 nem
jatszik szerepet, igy ezen daganatcsoport kiemelked6 klinikai jelentGséggel bir. Ez utébbiak
rosszabb progndzisiak a HPVA adenocarcinomakhoz képest.

Az Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) a néi nemi szervek
daganatainak 2020-as osztalyozasaban a méhnyak mirigyhdmsejtes carcinomait etiolégidjuk
és klinikai viselkedésiik alapjan human papillomavirussal asszocialt (HPVA) és HPV-fliggetlen
(non-HPV-associated/HPV independent adenocarcinoma, NHPVA/HPVI) csoportba sorolja. A
WHO nagymértékben elfogadta a 2018-as Nemzetkozi Endocervicalis Adenocarcinoma
Kritérium és Osztalyozasi rendszert (International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and
Classification, IECC). A HPVA ECA-kat a tumorsejtek cytoplasmajaban azonosithatd nyak
mennyisége szerint tovabb osztalyoztak. Megklilonboztetlink szokvanyos tipusu - beleértve a
villoglandularis és a micropapillaris varianst -, valamint mucinosus tipusu - ezen belil a
masként nem meghatarozhaté (not otherwise specified, NOS), az intestinalis (kehelysejtes), a
pecsétgylirlisejtes és az invaziv rétegzett mucintermeld carcinoma (invasive stratified mucin-
producing carcinoma, i-SMILE/ISMC) varidanst - ECA-t. A WHO 2020 Uj entitdsai az
adenosquamosus, a mucoepidermoid és az adenoid basalsejtes carcinoma. Az NHPVA
csoportba tartoznak a gyomor tipusu, vildgossejtes, mesonephricus és az endometroid ECA-k.
Az invaziv adenocarcinoma NOS azon nagyon ritka rosszindulatli daganatokra alkalmazott
kategdria, melyek morfolégiailag egyik csoportba sem sorolhatdk.

A méhnyalkahartyardk az invaziv négydgydszati rosszindulatu daganatok leggyakoribb
formaja. A meglehet6sen agressziv és extrém ritka, a méhtest tumorok <5%-at alkoté méhtest
carcinosarcoma (uterine carcinosarcoma, UCS), mely kordbban a vegyes epithelialis és
mesenchymalis tumorok (kevert Miuller-csG-eredet(i tumor/malignant mixed Mullerian
tumor, MMMT) csoportjaba tartozott, jelenleg az endometrium carcinoma kiloén tipusaként
osztalyozandd. E kétfazisu daganat rosszindulatu epithelialis (carcinoma) és rosszindulatu
homoldég vagy heterolég mesenchymalis (sarcoma) komponensbdl all. A malignus
hamkomponens altaldban magas foku carcinoma, leggyakrabban serosus carcinoma, ezt
kovet6en lehetnek endometrioid, vildgossejtes, differencialatlan és kevert hisztotipusok is. A
mesenchymalis komponens leggyakrabban magas foku vagy differenciacié nélkiili sarcoma. A
heterolég sarcomds alkotéelemek kozil a rhabdomyosarcoma (RMS) fordul el6



leggyakrabban. Azonban chondrosarcoma, osteosarcoma és liposarcoma is megfigyelhetd.
Bizonyitékok tdmasztjak ala, hogy az UCS-t egy epithelialis-mesenchymalis dtmenet (EMT)
okozza, amely lehet6vé teszi, hogy a carcinomds sejt mesenchymalis/sarcomas sejt
fenotipussa valjon, igy képes elvandorolni a szarmazdasi hamrétegbd6l. A Rakgenom Atlasz (The
Cancer Genome Atlas, TCGA) adatbazisa alapjan az UCS-k tébb mint 90%-a TP53 mutdciét
tartalmaz, mellyel magyardzhaté agressziv klinikai viselkedésiik.

Hisztomorfoldgiai sokszinliséglik miatt az egyes négydgyaszati tumorokon belil - valamint a
fent emlitett daganatok esetén is - atfed6 morfoldgidval taldlkozhatunk, melyek a mindennapi
patoldgiai gyakorlatban diagnosztikai kihivasokat jelentenek a pontos diagndzis feldllitasa
soran.

Az EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) gén az egyik legtdbbet vizsgalt hiszton-
metiltranszferaz, a polycomb fehérjecsoport tagja, mely szdmos humdan daganat
kialakulasaért és progresszidjaért felel6s. Fokozott expresszidjat hematologiai daganatok (pl.
lymphomak) mellett tobbféle rosszindulati hdmdaganatban (orrgarat, eml6, tiid6, gyomor,
vastagbél, maj, hasnydlmirigy, madj, pajzsmirigy, prostata, hugyhdlyag, petefészek, méhtest,
méhnyak) is kimutattak. Bizonyitottak fokozott expresszidjanak Osszefliggését a daganatok
agressziv klinikai viselkedésével is. Mindezek kovetkeztében az EZH2 onkoldgiai diagnosztikus
és prognosztikus fontossagl marker egyarant lehet.

Az EZH2 élettani szerepe a ndi reproduktiv szervek vonatkozasaban nem teljesen tisztazott. A
négydgyadszati tumorokat tekintve az EZH2 fokozott expresszidjat irtdk le méhnyak
laphamrakban, méhnyalkahartya és petefészek daganatokban. Ezzel szemben méhnyak
mirigyhamrakra, illetve az endometrium daganatai kozll carcinosarcomdra vonatkozdan
irodalmi adatokat nem talaltunk.



Il. CELKITUZES

Munkank soran célkitlizésiink volt az EZH2 expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgdlata
kilonb6z6 nbégydgyaszati szovettani mintdkon. A négydgydszati daganatok sokszinlisége
ellenére az EZH2 diagnosztikai alkalmazhatdsagarol kevés irodalmi adat all rendelkezésre.
Méhnyak laphamrdkban az EZH2 expresszidja ismert volt, melynek tudatdban intézetlinkben
az adott immunhisztokémiai vizsgalatokat e markerrel kiegészitettiik. Ezzel szemben méhnyak
mirigyham daganatok EZH2 expresszidjardl sz6l6 adatot egydltalan nem taldltunk. Egy kett8s
cervix tumoros minta EZH2 markerrel torténd vizsgalata sordn észleltik, 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
diagnozisat megkonnyiti. Tovabbi megfigyelésiink soran az EZH2 hasonldan erds festédést
mutatott a kifejezetten ritka és agressziv méhtest carcinosarcoma (UCS) sejtjeiben is. Korabbi
tanulmanyt erre vonatkozéan sem talaltunk. Bizonyitékok igazoljak, hogy az EZH2 el6segiti az
EMT-t, ezért feltételeztlik, hogy az EZH2 fokozott expresszidja is szerepet jatszhat az UCS
patogenezisében. A fentiek megvalaszolasara a kovetkezdbk vizsgalatat tlztik ki célul:

II.1. A dolgozat elsé részében az EZH2 nuclearis expresszidjanak kimutatdsa invaziv és in situ
endocervicalis adenocarcinomadakban (ECA és AlS), 6sszevetve a normal endocervicalis hammal
és a nem neoplasticus endocervicalis 1ézidkkal. Az expressziés mintazatok 6sszehasonlitasa és
elemzése, a differencidldiagnosztikaban, mint segitséget nyujtd marker fajlagossaganak és
érzékenységének kiértékelése.

I1.2. A munka masodik részében az EZH2, valamint a p16 és p53 biomarkerek expresszidjanak
vizsgdlata méhtest carcinosarcomakban, valamint lehetséges szerepik elemzése az UCS
komponenseinek és hisztotipusainak diagnozisaban és hisztogenezisében.



IIl. ANYAG ES MODSZEREK

lll.1. Betegek és vizsgalati mintak

Dontéen a Pécsi Tudomanyegyetem Patholdgiai Intézetének és részben a Tolna Megyei
Balassa Janos Koérhaz (Szekszard) Patholdgiai Osztalydnak archivumdbdl kivalasztott
szovetmintak formalinban fixalt, paraffinba dgyazott blokkjaibdl késziilt metszetein végeztiink
retrospektiv vizsgdlatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Regiondlis Kutatdsetikai Bizottsaganak
engedélyével (PTE/57682/2017, KK/644-1/2020). Az érintett személyek klinikopatoldgiai
jellemzGit - ugymint az életkoruk, szovettani vizsgdlataik szdma, ideje és eredménye -
statisztikai analizisre alkalmas formaban, Excel tablazatban rogzitettiik.

l1l.1.1. Az EZH2 expresszid vizsgalata endocervicalis |éziokban

Vizsgalatunkba 2007-2017 kozott diagnosztizalt eseteket vontuk be, melyek biopsia,
kapkimetszés (conisatio) és méheltavolitas (hysterectomia) sordn eltavolitott szovetekbdl
szarmaztak.

Otvennégy neoplasticus endocervicalis 1ézidt vizsgaltunk, melybél 37 invaziv endocervicalis
adenocarcinoma (ECA) és 17 in situ adenocarcinoma (AIS) volt. Ezen esetek kozll 12-ben
egyidejlleg magas foku squamosus intraepithelialis 1ézi6 (high grade squamous intraepithelial
lesion, HSIL) is mutatkozott. Egyidejli alacsony foki squamosus intraepithelialis 1ézié (low
grade squamous intraepithelial lesion, LSIL) csupdn egy mintdban fordult eld.

Osszesen 32 nem neoplasticus endocervicalis 16zi6t (15 reaktiv atipia, 9 microglandularis
hyperplasia, 3 tuboendometrioid metaplasia, 3 tunnel cluster, 2 endometriosis) elemeztiink.

A szomszédos normal endocervicalis mirigyhdmot is attekintettiik, mely az 54 rosszindulatu
esetbdl 34-ben, ill. valamennyi nem daganatos mintaban jelen volt.

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

Az EZH2, pl6 és p53 markerek jel6l6désének tanulmdanyozdsdahoz a 2012-t6l 2019-ig
diagnosztizadlt méh carcinosarcomak egymas utani eseteit gyljtottik Ossze a Pécsi
Tudomdnyegyetem Patholdgiai Intézet archivumabdl.

Osszesen 28 méhtest carcinosarcoma eset 22 hysterectomidbdl és 6 biopsidbdl szarmazé
mintain végeztiik az immunhisztokémiai vizsgdlatokat.



111.2. Modszerek

111.2.1. Szbvettani vizsgalatok

Formalinban fixalt és paraffinba agyazott szévetmintdk hematoxilin-eozin (H&E) festett
metszetei minden esetben rendelkezésre alltak. Ezen targylemezeket Ujraértékeltiik, hogy
kivalaszthassuk a legmegfelel6bb — a carcinosarcomakat illetéen mind az epithelialis, mind a
mesenchymalis komponenst egyarant tartalmazé reprezentativ - blokkokat az
immunhisztokémiai vizsgadlatokhoz minden egyes betegre vonatkozdan. Az endocervicalis
adenocarcinomakat a Nemzetkézi Endocervicalis Adenocarcinoma Kritérium és Osztdlyozasi
rendszer (International Endocervical Adenocarcinoma Criteria and Classification, IECC) alapjan
kategorizaltuk. A carcinosarcomak epithelialis és mesenchymalis komponenseit a jelenlegi
WHO klasszifikacid 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 dgyazott blokkokbdl mikrotémmal
4 um vastag metszeteket készitettlink szilannal bevont targylemezre, majd 20 percig 60 °C-on
rdolvasztottuk.

Az immunfestések Leica Bond Max automatizalt immunhisztokémai és in situ hibridizacids
automatan (Leica Biosystems, Bannockburn, IL) készliltek. A primer antitest detektaldsat a
gyartd ajanldsa szerint a Leica Bond Polymer Refine Detection Kit-tel (Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tyne, Egyesiilt Kirdlysag) végeztik. Az egér monoklonalis EZH2 antitestet
(6A10 klon) a Leica Biosystems (Newcastle Upon Tyne, Egyesiilt Kirdlysag) cégtdl szereztiik be,
és 1:200-as higitasban alkalmaztuk, a nydl monoklondlis p53 antitestet (SP5 klén) pedig a
Thermo Fisher Scientific cégt6l (USA), utébbit szintén 1:200-as higitasban hasznalva.

Az immunfestési protokoll in situ paraffinmentesitést és EZH2 esetében pH9-es (20perc), p53
antitest esetében pH9-es (30 perc) epitdp feltarast (97 °C-on), peroxid blokkolast (5 perc),
elsédleges antitest inkubaciot (15 perc), posztprimer antitest inkubaciét /nyudlban termelt
egér-ellenes IgG-vel (8 perc), polimer nyul-ellenes Poly-HRP-IgG-vel (8 perc)/, kromogénként
diaminobenzidin (DAB) inkubacidt (10 perc), majd hematoxilinnal valé hattérfestést (5 perc)
tartalmazott. Pozitiv és negativ kontrollok minden reakciéban szerepeltek.

Az egér monoklondlis Cintec pl16 antitestet (E6H4 klén) a Ventana Medical Systems Inc.
(Tucson, AZ, USA), RTU azaz gydrilag el6higitott formaban a Benchmark Ultra automataval
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 magaban.

111.2.3. Az alkalmazott immunreakciok kiértékelése

A dolgozat alapjat képez6 munka mindkét részében, valamennyi immunreakcio kiértékelését
elvégeztem, melyet végll témavezetém, Dr. Kovacs Krisztina ellen6rzott. Ezen értékeléseket
a tovabbi alpontok mindegyikében az 6 nevére hivatkozva teszem.



111.2.3.1. Az EZH2 expresszio vizsgalata endocervicalis léziokban

Az immunreakcidk szemikvantitativ analizisét harom, tébb mint 15 éves szakmai tapasztalattal
rendelkezé patolégus szakorvos (Kalman Endre, Kovdcs Krisztina, Oszter Angéla) végezte
egymastol fliggetlenil. Az eseteket akkor tekintettiik pozitivnak, ha 40-szeres (40x) nagyitassal
egyértelmd pozitiv jelol6dés volt lathatd. A pozitiv eseteket a magfestédéssel rendelkezé
sejtek szazalékos ardnya szerint tovdbb osztalyoztuk: <10% fokalisan pozitiv ,+”, 10-50%
részlegesen pozitiv ,++” és >50 % diffuz pozitiv ,+++”.

Az immunreaktivitas elemzése nemcsak a neoplasticus és nem neoplasticus elvaltozdsokat,
hanem - ha a metszetben kimutathaté volt - a szomszédos normal mirigyhamot is magaba
foglalta. Az egyideji squamosus cervicalis intraepithelialis neoplasidkat nem vettik
figyelembe a kiértékelés soran.

111.2.3.2. Az EZH2, p16 és p53 expresszid vizsgalata méhtest carcinosarcomakban

Ebben a vizsgalatban az EZH2 és a p16 immunreaktivitas szemikvantitativ meghatarozasat két
patolégus szakorvos (Kovacs Krisztina, Oszter Angéla) végezte kiilon a ham és kulén a
mesenchymalis komponensekre egyarant. Az el6z6 vizsgdlathoz hasonldéan a 40x nagyitassal
nyilvanvalé pozitivitdst tekintettiik pozitiv esetnek, melyeket a tumorsejtek nuclearis
fest6désének szazalékos aranya (+: <10%, fokalisan pozitiv; ++: 10-50% kozott, részlegesen
pozitiv; +++: >50%, difflz pozitiv) és intenzitasa (0: nincs fest6dés, 1+: gyenge, 2+: kozepes,
3+: er@s) szerint tovabb osztalyoztunk. A korabbi tanulmanyokhoz hasonléan a festédési
indexet a fest6dés szazalékos aranyanak és intenzitasanak szorzataként szamitottuk ki egy
nullatél kilencig terjedd skaldn. Ez alapjan a daganatokat fokozottan expresszald (fest6dési
index > 4) vs. alacsonyan expresszdlé (fest6dési index < 4) kategoridba soroltuk. Mas
tanulmdanyokhoz hasonléan mindkét marker esetében csak a magban mutatkozé barna
szinreakcidt tekintettlik pozitivnak. A p16 cytoplasmaticus fest6dését figyelmen kivil hagytuk.

A p53 immunreaktivitdst a NOgyogydszati Patoldgusok Nemzetkdzi Tdarsasaganak
(International Society for Gynecological Pathologists, ISGyP) ajanlasai szerint hataroztuk meg
(kiértékelk: Kovacs Krisztina, Eles Klara). A p53 festddési mintazatot vad tipustinak vagy
aberransnak (ez utdbbi tovabb osztdlyozhatd, mint diffuz nuclearis, null vagy cytoplasmaticus
expresszio) értékeltik. Ehhez elsé |épésként a nuclearis fest6dési mintazatot vizsgaltuk annak
megallapitasdra, hogy a fest6dés eloszlasa és intenzitasa megfelel-e a p53 diffuz nuclearis
mintazat (80% feletti erds és diffuz magfestédés) vagy a p53 null mintdzat (a nuclearis fest6dés
teljes hidnya valamennyi sejtben) kritériumainak. Amennyiben egyik mintazat sem
igazolédott, masodik |épésként a cytoplasmaticus festédést értékeltik, hogy elkilonitsiik a
p53 cytoplasmaticus mintazatot (kbzepestdl az erGsig terjed6 cytoplasmaticus fest6dés) a p53
vad tipusutdl (elszort sejtmagfest&dés).



111.2.4. Statisztikai elemzés
111.2.4.1. Az EZH2 expresszid vizsgalata endocervicalis léziokban

A kiértékelés végz6 szakorvosok kozotti egyetértést az osztalyon beliili korrelacids egylitthaté
(Intraclass Correlation Coefficient, ICC) segitségével hataroztuk meg mind a malignus, mind a
benignus elvdltozdsok elemzésében. Kétiranyld, abszolit megegyezés tipusi modellt
alkalmaztunk. Mind az egyéni, mind az atlagos értékelési megbizhatdsagot kiszamitottuk. Az
elemzést MedCalc statisztikai szoftverrel futtattuk (version 13.0.0.0, MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium).

A tovabbi, leird és analitikus statisztikakhoz a |ézidkra és - ha jelen volt - a normal mirigyhdmra
vonatkozd egyedi értékeléseket binaris 6sszesitett értékeléssé (overall score) alakitottuk at.
Ez alapjan az immunexpressziot fokozottnak tekintettiik, ha a harom szakérté koziil legalabb
kett6 ,++” vagy ,+++” értéket adott. Az immunreaktivitast negativnak/fokalisan pozitivnak
definidltuk, ha minimum két elemzé ,-” vagy ,+”-nak mingsitette az esetet. A szomszédos
normal mirigyhamot akkor vettiik be a statisztikai vizsgalatba, ha legalabb két értékels szerint
jelen volt a metszetben.

A neoplasticus (ECA és AIS) és a nem neoplasticus léziok immunreaktivitasanak o6sszesitett
értékelését statisztikailag a Fisher-féle egzakt teszttel (MedCalc) hasonlitottuk 6ssze. A 0,05
alatti ,p” értéket tekintettik statisztikailag szignifikdnsnak.

Az EZH2 overexpresszié diagnosztikai teljesit6képességét (szenzitivitas, specificitas, pozitiv és
negativ prediktiv érték) szintén a MedCalc segitségével értékeltik a kovetkezdk
0sszehasonlitasa soran: a) neoplasticus vs. nem neoplasticus elvaltozasok, b) neoplasticus vs.
normal mirigyham és c) neoplasticus lézidk vs. nem neoplasticus 1ézié és normal endocervix.

11.2.4.2. Az EZH2, p16 és p53 expresszid vizsgalata méhtest carcinosarcomakban

Ebben a vizsgalatban az EZH2 és a p16 esetében mindkét komponensben kiszamitottuk a két
kiértékel6 fest6dési index (alacsony vagy fokozott expresszid) pontszdmainak atlagat. A
fest6dés szazalékos ardnyanak és intenzitasanak értékeit tovabbi elemzés céljabdl
Osszesitettiik. Az eltéré p53 mintazatokat Ujraértékeltiik, a végeredményt konszenzus alapjan
hatdroztuk meg. Az EZH2 és a pl6 fest6dési indexeket és a p53 festédési mintazatokat
Osszehasonlitottuk az epithelialis vs. mesenchymalis komponensek, a serosus vs.
endometrioid carcinoma komponensek, valamint a homoldég vs. heterolég sarcoma
komponensek kozott. A hisztotipus 0Osszehasonlitasbdl a kevert és a differencialatlan
epithelialis tipusokat alacsony esetszamuk miatt kizartuk. A minta elemszamatdl fiiggéen Khi
négyzet probat vagy Fisher egzakt teszteket hasznaltunk a kategorikus értékek (festédési
index és p53 fest6dési mintdzat) 6sszehasonlitdsara, mig Mann-Whitney tesztet az ordinalis
értékek (fest6dés szazalékos aranya és intenzitdsa) 6sszehasonlitdsara. Az epithelialis és a
mesenchymalis komponensek kozo6tti konkordanciat kappa (K) teszttel értékeltiik. Az 6sszes
statisztikai tesztet ezuttal is Medcalc programmal végeztiik. Statisztikailag szignifikdnsnak a
0,05-nél kisebb ,p” értéket tekintettik.



111.2.5. Fotddokumentacio

A metszeteket 3D HISTECH Pannoramic MIDI szkennerrel digitalizaltuk, majd Pannoramic és
CaseViewer szoftver segitségével fotddokumentaciot készitettlink.

IV. EREDMENYEK

IV.1. Az EZH2 expresszié endocervicalis 1ézidkban

Az eredeti H&E metszetek Ujraértékelése soran az 6sszesen 54 endocervicalis — 37 invaziv
(ECA) és 17 in situ (AlS) —adenocarcinoma eset kozlil 12-ben egyidejd HSIL, egy mintaban pedig
LSIL volt jelen. A betegek atlagéletkora 44,5 év volt (29-84 év).

Az IECC alapjan torténé besorolds soran az ECA-k dontd tobbsége (a kohorsz 92%-a) human
papillomavirussal 6sszefliggé adenocarcinoma (HPVA) volt. Ezen csoporton beliil az altipusok
kozott a szokvanyos tipusi adenocarcinoma volt a leggyakoribb (a kohorsz 88%-a). Ezt kbvette
a villoglandularis; mucinosus, masként nem meghatdrozott (not otherwise specified, NOS); a
mucinosus, intestinalis, végll az invaziv rétegzett mucintermeld carcinoma (invasive stratified
mucin-producing carcinoma, iSMILE) (3%) tipus.

Minddssze 3 ECA (8%) volt a human papillomavirustdl flggetlen adenocarcinomdkhoz
(NHPVA) sorolhatd, melyek kozil két serosus (papillaris) és egy endometrioid altipust
azonositottunk.

Az Osszes neoplasticus endocervicalis 1ézi6ét (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).

Az 54 rosszindulati mintabdl 34-ben (63%) szomszédos normal mirigyhdmot észlelt legaldbb
két kiértékel8. A harom szakértd atlagosan a detektdlt normal mirigyham esetek 88,3%-aban
nem talalt EZH2 immunfest6dést, minddssze 11,7%-ban volt fokalis pozitivitas megfigyelhetd.
Az immunhisztokémiai elemzés mind a 34 esetben negativ/fokalisan pozitiv overall score-t
eredményezett.

Osszesen 32 nem daganatos endocervicalis 16zi6t (15 reaktiv atipia, 9 microglandularis
hyperplasia, 3 tuboendometrioid metaplasia, 3 tunnel cluster, 2 endometriosis) elemeztiink.
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/fokalisan pozitiv, mig a maradék 4 esetben (12,5%) fokozott overall score-t kaptunk.

A szomszédos normdl mirigyham valamennyi nem neoplasticus mintaban mindharom
kiértékel6 altal kimutathatd volt. A normal endocervix e mintdk 95,84%-ban EZH2 negativnak,
2,08%-ban fokalisan pozitivnak, a visszamaradd 2,08%-ban részlegesen pozitivnak bizonyult).
Az Osszesitett értékelés minden egyes mintaban negativ/fokdlisan pozitiv eredményt adott.

A Fisher-féle egzakt teszt statisztikailag szignifikans (kétiranyd p<0,0001) kilonbséget
mutatott a neoplasticus vs. nem neoplasticus |ézidk Osszesitett értékelésének eredményei
kozott (fokozott overall score eredményt kaptunk az 54 neoplasticus elvaltozas kozil 53-ban,
szemben a 32 nem neoplasticus 1ézid koziil csupdn 4 esetben).
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A fokozott EZH2 expresszi6/EZH2 overexpresszido diagnosztikus teljesitGképességének
eredményei a kovetkezbk lettek:

a) neoplasticus vs. nem neoplasticus Iéziok megkillonboztetésénél a szenzitivitds 98,15%
(95% CI =90,11% - 99,95%), a specificitds 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 elvaltozast vs. valamennyi normal cervicalis mirigyhamot tartalmazé
minta (n=66) 0sszehasonlitdsanal a szenzitivitas atlagértéke 98,15% (95% Cl =90,11% -
99,95%), a specificitds 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 Iéziét és normal endocervixet tartalmazé
minta (n=98) Gsszevetésénél a szenzitivitas 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 elvaltozdsok (ECA és AlS) immunreaktivitdsanak elemzésénél a
kiértékel6k kozotti osztalyon bellli korrelacids egytitthaté (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 |éziok immunhisztokémiai vizsgalatandl 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 expresszié méhtest carcinosarcomdkban

Ebben a vizsgalatban 28 méhtest carcinosarcomaban szenvedd né vett részt, atlagos életkoruk
70,5 év (53-85 év). A formalin-fixalt és paraffinba dagyazott szovetmintdk 22 sebészi -
hysterectomias - rezekatumbadl és 6 biopsias (kirett) mintdbdl szarmaztak. Szévettanilag az
epithelialis komponens 14 (50%) esetben serosus, 9-ben (32,1%) endometrioid, 2-ben (7,1%)
differencialatlan és 3 mintdban kevert (serosus és endometrioid) carcinomabdl (10,7%) allt. A
mesenchymalis komponens 7 esetben (25%) heteroldg, 21 mintdban (75%) pedig homoldg
elemeket tartalmazott. A heteroldg sarcoma komponensek kozoétt 4 chondrosarcoma és 3
RMS fordult el6. A leggyakoribb homoldg komponens az endometrialis stromalis sarcoma volt
(n=14), ezt kbvette 3 leiomyosarcoma, 3 nem differencialt sarcoma és 1 myxoid fibrosarcoma.

Az immunbhisztokémiai vizsgalat sordn az EZH2 fokozott expresszidja kissé gyakoribb volt az
epithelialis/carcinoma komponensekben (89,3%), mint a mesenchymalis/sarcoma (78,6%)
alkotdelemekben. Hasonléan fokozott pl6 expresszido 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 kilonbdzott (EZH2 esetén p=0,468; p16 esetén p=0,248). Az EZH2 és a p16
nuclearis fest6dési szazalékanak és intenzitasanak 6sszegeként kapott pontértékei 0-6 kozott
mozogtak. A Mann-Whitney tesztek alapjan a két marker nuclearis fest6désének szazalékos
aranya és intenzitasa sem kiilonb6zo6tt statisztikailag a ham és a kotészoveti elemek kozott
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(fest6dés %-os aranya EZH2 esetén p = 0,074; p16 esetén p = 0,076; ill. a festGdés intenzitasa
EZH2 esetén p = 0,11; és p16 esetén p = 0,059).

Mind a serosus, mind az endometrioid hisztotipusok mindkét markerrel szembet(ing fest6dést
mutattak. Az EZH2 fokozott expresszidja szinte valamennyi esetben kimutathaté volt (89%-
ban mind az endometrioid, mind a savds carcinomdk esetén). Fokozott p16 expresszié szintén
nagyon gyakran megfigyelhets volt (az endometrioid carcinomdk 88%-aban, a serosus esetek
79%-aban). A serosus vs. endometrioid hisztotipusok 6sszehasonlitdsanal az EZH2 és a p16
fest6dési pontszamok kozott nem taldltunk statisztikai kiilonbséget (serosus vs. endometrioid
hisztotipusok esetén: Fisher-féle egzakt teszt alapjan az EZH2 és pl6 festddési indexre
vonatkozo p értékek 0,74 és 0,96; Mann-Whitney teszt alapjan az EZH2 és a p16 fest6dési
szazalékdra vonatkozdan a p érték 0,35 és 0,15, mig a fest6dési intenzitast illetéleg 0,37 és
0,26).

Mindkét sarcomatipus hasonldéan gyakori fokozott EZH2 expresszidt (a homoldg komponensek
79%-a, a heterolég elemek 78,6%-a) és pl6 expressziét (a homoldég esetek 60%-a, a
heterolégok 72%-a) mutatott. Statisztikai kiilonbség a két marker kozo6tt nem bizonyult.
(Homolég 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
p16 festédési szazalékdra vonatkozdan 0,37 és 0,4 voltak, a fest6dési intenzitdsra pedig 0,1 és
0,48).

Aberrdns p53 immunfest6dés az epithelialis komponensek 85,7%-3aban, a mesenchymalis
elemek 82,1%-3dban volt megfigyelhetd, mely értékek statisztikailag azonosak voltak (Fischer
teszt p = 1). Az epithelialis komponenseken belll az endometrioid carcinomak 66,6%-aban, a
savOs carcinomdk 100%-aban aberrdns p53 expresszidt taldltunk, ami statisztikailag
szignifikdns (Fisher teszt p = 0,0474). A mesenchymalis komponenseket tekintve a homoldg
sarcoma esetek 76,2%-a, mig valamennyi heteroldg sarcoma (100%) aberrdnsnak mutatkozott
(nincs statisztikai kiilonbség, Fisher teszt p = 0,29). Aberrans diffuz nucelaris p53 expressziot a
homolog sarcoma hisztotipusok 81,2%-aban észleltiink, mig a heteroldg esetek csak 28,6%-
aban tapasztaltunk (a kilonbség statisztikailag szignifikans, Fisher teszt p = 0,032). Aberrans
p53 null mintazatot a heterolég sarcomdk 71,4%-aban figyeltink meg, mig a homoldg
sarcomaknak csak 18,8%-a mutatta ezt a fest6dési mintdzatot (a kilonbség statisztikailag
szignifikdns, Fisher teszt p = 0,0257). Egyéb szignifikans kilonbséget nem taldltunk az UCS
komponenseinek és kiilonb6z6 hisztotipusainak p53 fest6dési mintazatai kozott.

Mérsékelt p53 cytoplasmaticus festédést csupan fokalisan, 3/28 esetben figyeltink meg, de
egyik daganat sem mutatott aberrdns cytoplasmaticus expressziés mintdzatot. Ugyanis
mindhdrom esetben diffiz nuclearis p53 expresszids mintazat igazolddott, mely a
cytoplasmaticus fest6dést felllirta, ezaltal mindharom esetet diffiz nuclearis p53 IHC
mintazatunak tulajdonitottunk.

Konkordancia vizsgalat soran a p53 82,14%-ban volt 6sszhangban az epithelialis és a
mesenchymalis komponensek kozott (Cohen-féle K: 0,34 =, korrekt egyezés”).
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VI. KOVETKEZTETESEK / UJ MEGALLAPITASOK

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

e Ebben a vizsgdlatban valamennyi méhnyak mirigyhdmdaganatos elvaltozas EZH2
pozitivnak bizonyult eredményeink alapjan. Ezenkivil az immunreaktivitdst nagyon
kiterjedtnek/diffuznak taladltuk. Egy eset kivételével az 0Osszes (98,14%) daganatos
elvaltozas fokozott/robusztus EZH2 expressziot mutatott.

e Ezzel szemben az EZH2 ezen intenziv jelol6dése szignifikdnsan ritkabb (32 esetbdl 4, 12,5%)
volt a nem daganatos mirigyes elvaltozasokban (kétiranyu 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.

e Mindemellett, a fokozott EZH2 expresszid kivalé diagnosztikai tesztképességgel rendelkezik
a neoplasticus elvaltozdsok vs. nem neoplasticus léziok és a normal endocervix
megkllonboztetésében. 98,15%-0s szenzitivitds és 95,88%-os specificitds értékeket
szamoltunk a neoplasticus vs. egylittes nem neoplasticus elvaltozasok és a normal
endocervikdlis hammintak megkilénboztetésében (n=98), a pozitiv prediktiv érték 92,98%,
a negativ prediktiv érték pedig 98,46%. Az értékel6k kozti atlagos egyetértés kivaldnak
bizonyult.

e Adataink aldtamasztjak, hogy az EZH2 szerepet jatszhat a méhnyak mirigyhamdaganatok
patogenezisében.

e Eredményeink alapjan az EZH2 fehérje jelent6s expresszidja nemcsak az invaziv
endocervicalis mirigyhdmrdkok, hanem azok rdkmegel6z6 elvaltozdsaiban is
megfigyelhetd, mely azt sugallja, hogy az EZH2 mar a daganatképz6dés korai fazisdban
megjelenik.

e Mivel az EZH2 expresszidja - flggetlenll a human papillomavirus jelenlététél - minden
vizsgalt esetben kimutathatd volt, az eredményeink nem tadmogatjdk azon hipotézist,
miszerint az EZH2 fokozott kifejez6dése ECA esetén a HPV E7 onkoprotein altal bekévetkezé
folyamat.

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

e Adataink azt mutatjak, hogy az EZH2 fokozott expresszidja nagy diagnosztikai
megbizhatdsaggal - 95% feletti szenzitivitassal és specificitassal - rendelkezik. Ebbdl
kovetkezik, hogy az EZH2 egy dnmagdban megbizhatd differencidldiagnosztikai marker
lehet endocervicalis |ézidk esetén.

e Ezenfelll az EZH2 fokozott expresszidjanak kimutatasa hasznos differencidldiagnosztikai
eszkoz lehet a diagnosztikailag kihivast jelentd kis biopsidas mintdkban vagy a lapos
kdpositott mintak bizonytalanul megitélheté, mechanikus/h6é karosodast szenvedett
sebészi széleiben megjelend problémas endocervicalis |ézidkban a szovettani mintdkban és
nem utolsd sorban valészin(ileg a 1ézid sejtjeinek felismerésében a cytoldgiai mintakban is.
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. A masodik célkitiizésnek (EZH2, pl16 és p53 expresszio vizsgalata méhtest
carcinosarcomakban) megfelel6en:

A méhtest carcinosarcoma esetek tanulmanyozdsa soran megfigyeltiik, hogy az EZH2
nemcsak az epithelialis komponensben mutat magas expresszids aranyt, hanem hasonldéan
fokozottan jel6l6dik a mesenchymadlis komponensben is.

Eredményeink alapjan a p16 az EZH2 markerhez hasonléan fokozottan expresszalédik, a
legtobb UCS eset pedig aberrans p53 expresszidot mutat. Mindemellett az UCS hisztotipusok
kozott mintdzatbeli kiilonbségeket talaltunk.

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

Az EZH2, p16 fokozott és a p53 aberrdns expresszidja az UCS-k ham és kotészoveti eredet(i
komponenseiben tovabba alatdmasztja a méhtest carcinosarcoma tumorigenezisének
monoklonalis elméletét.

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