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Az oralis leukoplakia stlyossaganak és malignizalodasanak jobb felderitése érdekében fontos 1épés az
apoptozist és a sejtproliferaciot szabalyozo gének kifejezédésének meghatarozésa. A jelen vizsgalatban
a cyclin D1, a p27 és a p63 szoveti megjelenitésével folytattuk a kordbban a Ki-67-, p53-expressziora és
apoptézisindexre vonatkoz6 tanulmanyokat. 18 beteg oralis leukoplakidjanak klinikai és patologiai -
immunhisztokémiai vizsgalatat végeztik el. Klinikailag homogén, non-homogén, vagy nodularis és
erythroleukoplakiat kiillonbéztettiink meg, patologiailag a dysplasia stlyossaga szerint végeztiik a be-
osztast. A biopszias mintakon a cyclin D1, p27 és p63 immunhisztokémiai vizsgalatat hajtottunk végre,
és 1000 hamsejtet értékelve szazalékban fejeztiik ki a pozitivitast. Megallapitottuk, hogy a leukoplakia
sulyossagaval parhuzamosan nétt a cyclin D1 expresszidja. A p27-expresszi6 index homogén és
nodularis leukoplakidban 14-16%-os, mig erythroleukoplakidban 1-2%-ra csokkent. A p63-expresszio
homogén leukoplakiaban atlagban 10%, nodularis formaban 5%, mig erythroleukoplakidban megkoze-
liti a 20%-ot. Lehetségesnek tartjuk, hogy a cyclin D1-, p27- és p63-expresszio jellegzetes valtozasa
prognosztikai jelentdséggel bir oralis leukoplakia esetében. Magyar Onkologia 48:309-313, 2004

Studies on the expression of genes regulating cell proliferation and apoptosis is of importance in
relation to understanding the severity of the process and the possibility of malignant transformation.
In the present study immunohistochemical demonstration of cyclin D1, p27 and p63 has been added
to our previous investigations on Ki-67, p53 and apoptosis index. Clinical and pathological-
immunohistochemical studies on oral leukoplakias of 18 patients were performed. Clinically
homogenous, non-homogenous or nodular, and erythroleukoplakia were distinguished. Pathologically
the grading was made according to the degree of dysplasia. Immunoperoxidase reactions for cyclin
D1, p27 and p63 were carried out, and the positivity was expressed in per cent, considering 1000
epithelial cells. Expression of cyclin D1 increased in paralel with the severity of leukoplakia. p27
expression was 14-16% in homogenous and nodular leukoplakias, whereas in erythroleukoplakia it
decreased to 1-2%. p63 expression was 10% in average in homogenous, and 5% in nodular
leukoplakias. While in erythroleukoplakias it increased to 20 per cent. The characteristic cyclin D1,
p27 and p63 phenotype in various forms of leukoplakia may be considered as prognostic factors.
Kovesi G, Szende B. Prognotic significance of cyclin DI, p27 and p63 expression in oral leukoplakia.
Hungarian Oncology 48:309-313, 2004

I N

Bevezetés

A leukoplakia a szajiiregben leggyakrabban el6-
fordulé praecancerosus &llapot (4). A vilagon
mindenhol csokken a leukoplakia alapjan kiala-
kulé rosszindulatt daganatok szama, kivéve Ma-
gyarorszagot, ahol az elmult 15 évben a szajlregi
rak 1,84%-r6] 2,15%-ra emelkedett az 0sszes tu-
moros meghetegedés aranyaban.
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Bar rendelkezésre allnak nem invaziv mod-
szerek, mint pl. a jédos, vagy toluidinkék O vizs-
galat (OraTest, 14), biztosan elkiléniteni a leu-
koplakiat és a rosszindulati daganatot csak hisz-
tologiai modszerrel lehet. A mindennapi gyakor-
latban alkalmazott rutin szovettani vizsgalat
azonban nem alkalmas a betegség prognosztiza-
lasara, illetve a betegség stulyossaganak és ten-
dencidjanak megallapitdsara (1).

A sejtproliferacio és a programozott sejthalal
kvalitativ vizsgalata, tovabba az ezeket sza-
balyozo gének expresszi6janak meghatarozasa
kozelebb vihet a fenti kérdések megoldasahoz.
Az oralis leukoplakia és carcinomak vonatko-
zasaban szamos, féleg a cyclin D1, a p53 és
Ki-67 expresszigjara iranyuld vizsgalat ered-
ménye ismeretes (2, 3, 10, 12, 16, 17, 18, 21, 29,
30, 34).
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1. dbra.
A betegek kor és nem
szerinti csoportositdsa

1. tdbldzat.

A leukoplakia
stilyossdga €s a
dysplasia kdzotti
oOsszefligges

2. dbra.

A cyclin DI-expresszio
vdltozdsa a leukoplakia
sulyossdgdval
pdrhuzamosan

Korabbi vizsgalatunkban az apoptdzis index,
valamint a Ki-67- és p53-expresszidé meghataroza-
sat végeztik el az oralis leukoplakia kiillonboz6
formdiban (15). Jelen munkankban a cyclin DI,
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Leukoplakia

Homogén 7 2

Nodularis 5

Erythro 4
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6 -
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0 homogén nodularis  erythro.

3. dbra. Cyclin DI-pozitiv és erdsen pozitiv (nyilak) sejtek egy erythroleukoplakia
metszetében (anti-cyclin D1, immunperoxiddz, 600X)

v L it il
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p27 és p63 szoveti megjelenitésével kivantunk
teljesebb képet kapni az apoptozist és sejtprolife-
raciot befolyasol6 gének kifejez6désérdl oralis
leukoplakidban.

Tashio és mtsai (32) szerint a cyclin D1-over-
expresszio génatrendez6dés eredménye, aminek
kovetkeztében a génamplifikacié gyakran megje-
lenik human malignus tumorokban (7). Garattu-
morokban a cyclin D1 és az epithelidlis noveke-
dési faktor (EGF) receptor amplifikdci6ja ismert
az esetek 1/3-aban (2, 19).

Nyelvcarcinomak esetén azokban a betegek-
ben, ahol a cyclin D1 overexpresszélt, a tumor-
névekedés agresszivebb, azaz az Otéves tulélés
39%, mig azokban az esetekben, amelyekben a
cyclin D1 nem overexpresszalt, az 6téves tulélés
62% (20).

A nemrég klonozott p63p73/p40/CUSP/Ket ooy k-
rabban klonozott, p53-kapcsolt gén, melyet a
3q27-29 kromoszoman lokalizaltak, és ami struk-
turdlis és funkcionalis homolégiat mutat a p53
transzkripci6s faktor-csaladdal (28). A p63 képes
DNS-t kotni és transzaktivalni a p53-reszponsziv
géneket, valamint apoptozist indukalni, azaz a
szuppresszor géncsalad tagja.

Oralis praecancerosus és rakos allapotokban
a p63-at eddig még nem vizsgaltak, de alulsza-
balyozottnak taldltak a garat elszarusodo lap-
hamréakjaban és eldérehaladott praemalignus
1ézidiban (11).

A p278Pl egy cyclindependens kindz enzim-
gatld, melynek mennyiségi csokkenése inkabb
csokkent fehérje stabilitas, mint géndelecio, vagy
-mutdci6 eredménye (25). A p27 szamos human
carcinomdban megjelenik (5, 6).

Beteganyag és modszer

A Semmelweis Egyetem Parodontolégiai Klinika-
janak beteganyagabol 18 beteg oralis leukoplakia-
jat vizsgaltuk. Klinikailag homogén, non-homo-
gén, vagy nodularis és erythroleukoplakiat kii-
16nboztettiink meg. A betegek atlagéletkora 55,6
€v (33 és 73 év kozott) volt. A vizsgalt személyek
koziil 10 né és 8 férfi. A betegek kor és nem sze-
rinti megoszlasat az 1. dbra mutatja. A 18 beteg
koziil 15 dohanyzott, 7 férfi és harom né adott
igenl6 valaszt arra a kérdésre, hogy fogyaszt-e
rendszeresen alkoholt.

A beteg teriiletrl szovettani vizsgalathoz
mintat vettliink, melyet 4%-os neutralis formalin-
ban fixaltunk, paraffinba agyaztunk és 8 mm vas-
tag metszeteket készitettiink. A metszeteket he-
matoxilin-eosin modszerrel festettitk és a cyclin
D1, p27 és p63 meghatarozasahoz immunperoxi-
déz vizsgalatot végeztiink. A metszeteket protei-
naz-K-val elGkezeltiik, hogy a sejtek atjarhatoak
legyenek a specifikus monoklonalis antitestek
szamara. Minden, a vizsgalatban alkalmazott an-
titest DAKO (Glostrup, Dania) termék volt, me-
lyekkel 1:100 higitasban, egy éjszakan at kezeltiik
a metszeteket. A proteindz-K mellett a metszete-
ket methanollal és H,O,-vel inkubaltuk az endo-
gén peroxidaz inaktivalasara. A kovetkez6 napon
anti-egér IgG-t alkalmaztunk masodlagos antitest-
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ként, ugyancsak 1:100 higitasban. Az elGhivoszer
diaminobenzidin volt.

A szoveti dysplasia mértékét két egymastol fiig-
getlen patologus vizsgilta meg a hematoxilin-
eosinnal festett metszeteken a Porter altal megha-
tarozott kritériumok szerint (15). A cyclin D1-, p27-
és pb3-pozitivitast 1000 hamsejt figyelembevételé-
vel hataroztuk meg és szazalékban fejeztiik ki.

A statisztikai analizist egymintas Student ,t"-
probaval végeztiik.

Eredmények

A dysplasia mértékét az 1. tdbldzat tinteti fel.
Lathato, hogy a dysplasia mértéke a betegség su-
lyossagaval parhuzamosan né.

A 2. dbra a cyclin D1-expresszi6 valtozasat jel-
zi a leukoplakia klinikai tipusai szerint. Az abran
lathato, hogy a leukoplakia stulyossagaval parhu-
zamosan né a cyclin D1 expresszija. A 3. dbra a
cyclin D1 szoveti expresszi6janak szévettani
megjelenését mutatja egy erythroleukoplakias
esetben.

A 4. dbra a p27%7P! kifejez6désének véltozasat
mutatja. Megallapithatd, hogy nincs kiilonbség a
p27-expresszidban a homogén és nodularis leu-
koplakidk kozott, mig az érték az erythroleuko-
plakidban statisztikailag szignifikdnsan alacso-
nyabb, mint az el6z6 két klinikai tipusban
(P<0,05). Az 5. dbra p27-pozitiv noduléris leuko-
plakia szoveti képét mutatja.

A 6. dbra a p63-expresszid valtozasat jelzi a
leukoplakia kiilonb6z6 klinikai tipusaiban. A p63-
expresszio homogén leukoplakidban viszonylag
magas, noduléris leukoplakidban a felére csok-
ken, mig erythroleukoplakidban statisztikailag
szignifikdnsan emelkedik (p<0,001). A p63 gyak-
rabban jelenik meg a parabasalis, mint a basa-
lis rétegben. Ezt mutatja a 7. dbra, mely egy
erythroleukoplakias betegb6l nyert anyagbol ké-
sziilt.

Megbeszélés

Az irodalmi adatok szerint malignus transzforma-
ci6 féleg olyan leukoplakias esetekben fordul el6,
ahol a széveti dysplasia megjelenik (4,17, 33, 35).
Az enyhe és mérsékelt dysplasias esetek 5%-
abol, mig a sulyos dysplasias esetek 43%-abol ala-
kul ki intraepithelidlis vagy invaziv malignus fo-
lyamat. Az éltalunk vizsgalt génproduktumokra
vonatkozoan - oralis leukoplakiat illetéen - ke-
vés adat all rendelkezésre. A cyclin D1 azokban a
hamsejtekben expresszalodik, melyek a G1/S fa-
zis atmenetben vannak (2). A cyclin D1-festédés
is érdekes moédon nem annyira a basalis, hanem
a parabasalis rétegben talalhat6 (12).

Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy van-
nak olyan rendszerek, ahol a cyclin D1 apoptd-
zist indukal. A légutakban a cyclin D1 névekvo
expresszidja preinvaziv allapotokban a maligni-
tas novekvé veszélyének jele (10, 11).

Sajat vizsgalataink alatamasztjak a fenti ered-
ményeket. Oralis praeblastomatosus allapotban a
betegség stlyossdgaval parhuzamosan né a cyc-
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lin D1-et overexpresszalo sejtek szama. Ez az ex-
presszionovekedés felhasznalhato a betegség st-
lyossdganak megitélésére és kimenetelének meg-
joslasara.

A szabélyos sejtciklus-progressziot szamos
komplex fehérje interakcidja ellenérzi, mint pl. a
cyclindependens kinazok (threonin foszforilacio)
és a cyclindependens kindz inhibitor p27Xip!
(CDKI). A p27%P! nyugalmi allapotu sejtekben ta-
lalhat6, mitotikusan nem aktiv, de differencialo-
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homogén noduléaris  erythro.

Eredeti kozlemény

4. dbra.

A p27-expresszio
vdltozdsa

a leukoplakia
stlyossdgaval
pdrhuzamosan

5. dbra. Elszort p27-pozitiv sejtek (nyilak) egy erythroleukoplakia metszetében

(anti-p27, immunperoxiddz, 600X)

nodularis  erythro.

homogén
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6. dbra.

A p63-expresszio
valtozdsa

a leukoplakia klinikai
tipusai szevint

311



7. dbra.
P63-pozitivitds egy
erythroleukoplakia
metszetében (anti-p63,
immunperoxiddz,
150X)

do keratinocytdkban a basalis és parabasalis ré-
tegben kimutathato (28).

A p27%PLrgl kimutattak, hogy gatolja tobb
cyclindependens kinaz (Cdk) aktivacigjat (5). A
p27%iPlexpresszio szintje forditott aranyban van
a human eml6 (27) és tiid6carcinoma (8) kialaku-
lasaval. A p27XiPlkifejez6ésének csokkenése ag-
ressziv neoplasticus tulajdonsagra és rossz prog-
ndzisra utal (5, 13, 26).

Sajat anyagunkban erythroleukoplakidban a
sejtek p27XiPlexpresszidja statisztikailag szignifi-
kénsan csokkent (p<0,005), aminek prognoszti-
kus jelentGséget tulajdonithatunk.

Az irodalmi adatok szerint a p63 gén nem jat-
szik jelentds szerepet, mint tumorszuppresszor,
mert primer tumorokban ritkan taldlhat6 muta-
ci6 (23, 31). Azonban a p63 mRNS és protein tdbb
human tumorban overexpresszalodik, ami
génamplifikaci6 eredménye. Bizonyitott, hogy a
p63 overexpresszidja gyakori fej-nyaki carcino-
makban is (9).

Weinstein és mtsai (34) megallapitottak, hogy
a p63 gén jelenléte sok human szervben jatszik
fontos szerepet a hamszovet fejlédésében. Prosta-
tardkos betegeken végzett vizsgalataik sordn azt
talaltak, hogy a p63 alkalmas a prostatacarcino-
mak diagnosztizalasara, valamint a benignus és
malignus tumorok elkiilonitésére.

Azt is kimutattak, hogy a garat praecancero-
sus allapotaiban a p63 overexpresszalt (28). A
p63-expressziot vizsgaltak magasan differencialt
laryngealis elszarusod6 laphdmrakos betegeken
és megallapitottak, hogy a p63 kozponti szerepet
jatszik az ektodermalis differencidlodasban (22).
Nylander (24) kimutatta, hogy normalis szajnyal-
kahartyan a p63 a basalis és a parabasalis rétegre
korlatozodik.

Vizsgéalatunkban a p63 normalis expresszidja
homogén leukoplakidban még megfigyelhets
volt. Nodularis leukoplakidban downregulaciot
tapasztaltunk. Véleményiink szerint ez is egy, a
malignus transzformacio elleni védekezé mecha-
nizmus. Amikor a védekezés mar nem képes
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egyensilyt tartani - mint erythroleukoplakidban
- a p63-expresszi6 statisztikailag szignifikdnsan
emelkedik (p<0,01).

A szajban kialakulé rosszindulatt daganatok
aranya Magyaroszagon a meghozott dohanyzas
elleni 1épések és a cigaretta aranak drasztikus
emelése ellenére emelkedik. Mivel a helyzet na-
gyon hasonlit ahhoz, amit az alkoholfogyasztas-
ndl tapasztaltunk, hogy az alkoholista inkabb
nem eszik, de iszik, ugy gondoljuk, hogy ezen ré-
gi6 daganatos problémait nem lehet tdrvényi
modszerekkel megoldani. E megoldasahoz jobb
felvilagositdo munka, rendszeres szlirGvizsgalat-
ok, és az igy kisztirt betegek korai kezelése sziik-
séges.

Az altalunk végzett cyclin Dl-re, p27-re és
p63-ra vonatkozo vizsgalatok eredményei, igy a
cyclin D1, és p63 fokozott megjelenése, a p27
csokkenése a leukoplakia stlyossagaval parhuza-
mosan arra utalnak, hogy a fenti génproduktu-
mok immunhisztokémiai kimutatdsa prognoszti-
kai jelent6séggel bir oralis leukoplakia esetében.
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