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ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Σκοπός: Η µελέτη της προγνωστικής
αξίας της πρωτεϊνικής έκφρασης της κυκλίνης D-1 και
του ρ16 καθώς και άλλων κλινικοπαθολογικών παραγό-
ντων στην αξιολόγηση του κλινικού και γενετικού προ-
φίλ των ∆ΠΟ. Υλικό και µέθοδοι: Έγινε ανοσοϊστοχη-
µική ανάλυση ιστικών δειγµάτων παραφίνης 25 ασθε-
νών µε 80 συνολικά ∆ΠΟ. Αποτελέσµατα: Η πολυπα-
ραγοντική ανάλυση κατέδειξε στατιστικά σηµαντική
θετική συσχέτιση της επιβίωσης ελεύθερης νόσου
(ΕΕΝ) µε την υπερέκφραση της κυκλίνης D-1(P=.015).
Η συνεργική δράση της κυκλίνης D-1 και του ρ16 απέ-
τυχε να καταδείξει στατιστική συσχέτιση µε την ΕΕΝ ή
µε την ολική επιβίωση (ΟΕ) σε όλους τους συνδυα-
σµούς έκφρασης. ∆ιαπιστώθηκε επίσης διαφορετικό
µοντέλο έκφρασης της κυκλίνης D-1 και του ρ16 µετα-
ξύ του αρχικού όγκου και του πρώτου ∆ΠΟ (P<0.05).
Συµπεράσµατα: Οι ασθενείς µε ∆ΠΟ φαίνεται να απο-
τελούν µία διαφορετική νοσολογική οντότητα µε ξεχω-
ριστό κλινικοπαθολογικό και γενετικό προφίλ. Επιπλέον,
η διαφορετική προγνωστική αξία της υπερέκφρασης
της κυκλίνης D-1 και της απώλειας του ρ16 στους
ασθενείς µε ∆ΠΟ ενισχύουν την υπόθεση αυτή. 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: ∆εύτεροι πρωτοπαθείς όγκοι, κυκλί-
νη D-1, p16.
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SUMMARY: Aim: To examine the prognostic value of
cyclin-D1, p16 protein expression and other clinico-
pathological parameters in the evaluation of the clinical
outcome and genetic profile of SPTs. Materials and
methods: Immunohistochemical staining was per-
formed in paraffin embedded specimens that were
obtained from 25 patients with 80 second primary Oral
Squamous Cell Carcinomas (OSCC). Results:
Multivariate analysis revealed statistically significant pos-
itive relation of disease free survival (DFS) with cyclin-
D1 overexpression (P=.015). Overall survival (OS) was
not correlated significantly to none of the clinical and
IHC parameters investigated. Synergistic action of
cyclin-D1 with p16 failed to reach statistical significant
relation with either DFS or OS in all fashions of expres-
sion. Different mode of expression was identified
between the index and the first SPTs concerning both
cyclin-D1 and p16 (P<0.05). Conclusions: Patients with
SPTs seem to outline a distinct entity in terms of clini-
copathological behavior and genetic profile of the
tumor cells. Moreover, the different prognostic value of
cyclin-D1 overexpression and p16 loss of function in
patients with SPTs makes our verification more potent.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Το ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα της στοµατικής κοιλό-
τητας αντιπροσωπεύει περίπου το 5% των καρκινωµά-
των της κεφαλής και του τραχήλου και παρά την πρό-
οδο που έχει επιτευχθεί τις τελευταίες δεκαετίες τόσο
στη διάγνωση και στις χειρουργικές τεχνικές όσο και
στην ακτινοθεραπεία και χηµειοθεραπεία, η πρόγνωση
παραµένει φτωχή (Greenlee και συν. 2001). Οι δεύτε-
ροι πρωτοπαθείς όγκοι (∆ΠΟ) έχει αναφερθεί ότι
αποτελούν περίπου το 9 έως 30% όλων των καρκινω-
µάτων της κεφαλής και του τραχήλου και ότι επηρεά-
ζουν σηµαντικά την πρόγνωση, ιδιαίτερα σε ασθενείς
µε καρκίνο της στοµατικής κοιλότητας (Braakhuis και
συν. 2002). Πρώτος ο Slaughter και συν. το 1953 καθό-
ρισε τον όρο δεύτεροι πρωτοπαθείς όγκοι (second pri-
mary tumors - SPTs) εισάγοντας την έννοια της καρκι-
νογένεσης πεδίου (field cancerisation) βασιζόµενος
στην παρατήρηση ότι µία ευρεία περιοχή επιθηλίου
γύρω από τον αρχικό όγκο εµφάνιζε ιστολογικές µετα-
βολές µε πιθανότητα εµφάνισης δεύτερων ανεξάρτη-
των εστιών ακανθοκυτταρικού καρκίνου σε ολόκληρη
την ανώτερη αεροπεπτική οδό (Slaughter και συν.
1953). Οι ∆ΠΟ σε ασθενείς µε ακανθοκυτταρικό καρ-
κίνο κεφαλής και τραχήλου καθορίζονται από τους
περισσότερους ερευνητές µε βάση τα κριτήρια των
Warren and Gates ως εξής: 1. Κάθε ένας από τους
όγκους να είναι κακοήθης, 2. Όλοι οι όγκοι να είναι
ξεχωριστοί µεταξύ τους, 3. Κανένας όγκος να µην είναι
µεταστατικός. Επίσης στις κακοήθεις βλάβες του στο-
µατικού βλεννογόνου, η απόσταση µεταξύ τους πρέπει
να είναι τουλάχιστον 2 cm ενώ ορισµένοι ερευνητές
προσθέτουν ως κριτήριο το ελάχιστο χρονικό διάστη-
µα που παρεµβάλλεται από την εµφάνιση της πρώτης
µέχρι εκείνη της δεύτερης βλάβης να είναι 3 έτη
(Warren και Gates, 1932, Hong και συν. 1990, Leong
και συν. 1998).
Σήµερα γίνεται προσπάθεια µε µοριακές και ανοσοϊ-
στοχηµικές µεθόδους ανάλυσης συγκεκριµένων δει-
κτών που ρυθµίζουν την λειτουργία του καρκινικού κυτ-
τάρου σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου, να
διερευνηθεί όλη η διαδικασία της καρκινογένεσης πεδί-
ου η οποία χαρακτηρίζεται από την συσσώρευση χρω-
µοσωµικών µεταλλάξεων και γενετικών ανωµαλιών
(Califano και συν. 1996, Pateromichelakis και συν.
2005). Το κυτταρικό µονοπάτι κυκλίνη D-1/p16/
φωσφορυλιωµένο ρετινιβλάστωµα, παίζει σηµαντικό
ρόλο στη ρύθµιση της κυτταρικής αντίδρασης σε εξω-
κυττάρια ερεθίσµατα, ενώ φαίνεται να είναι ουσιώδους
σηµασίας στη λειτουργία του σηµείου ελέγχου G1/S
του κυτταρικού κύκλου. Η ενεργοποιηµένη κυκλίνη D-
1 συνδέεται µε τις κυκλινοεξαρτώµενες κινάσες 4 και 6
(cdk4 and cdk6) δηµιουργώντας συµπλέγµατα
cdk4/cyclin-D1 και cdk6/cyclin-D1, τα οποία φωσφορυ-
λιώνουν την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώµατος (pRb).

Αρχεία Ελληνικής Στοµατικής & Γναθοπροσωπικής Χειρουργικής/
Hellenic Archives of Oral and Maxillofacial Surgery

22 Μαγόπουλος Χ. και συν./Magopoulos C. et al.

INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma of the oral cavity (OSCC)
represents nearly 5% of all head and neck tumors and
despite advances in diagnosis, surgical techniques,
radiotherapy and chemotherapy, prognosis remains
poor over the last decades (Greenlee et al. 2001).
Second primary tumors (SPTs) are reported to consti-
tute 9- 30% of all head and neck squamous cell carci-
nomas (HNSCC) and to have a significant impact on
prognosis especially in patients with oral sqamous cell
carcinoma (OSCC) (Braakhuis et al. 2002). Slaughter et
all in 1953 first defined second primary tumors by initi-
ating the concept of field cancerisation based on the
observation that a large area of epithelium surrounding
the primary tumor possessed histologic changes with
the possibility of developing new independent foci of
squamous cell carcinoma in the upper aerodigestive
tract (Slaughter et al. 1953). In clinicopathological
terms, SPTs in patients with HNSCC are defined by
most investigators with the criteria of Warren and
Gates (1932): 1.Each of the tumors must present a def-
inite picture of malignancy, 2. Each must be distinct and
3. The probability of one being a metastasis of the
other must be excluded. For malignancies confined in
the oral cavity the distance of 2 cm should lay between
the tumors whereas, a 3-year interval between first and
second tumor is added by some researchers to the cri-
teria that define a SPT (Warren and Gates, 1932, Hong
et al. 1990, Leong et al. 1998).
To date, molecular and immunohistochemical analysis
of specific markers that regulate cell cycle control, try to
elucidate the multistep process of field cancerization,
that is characterized by the accumulation of chromo-
some alterations and several aberrant genetic events
(Califano et al. 1996, Pateromichelakis et al. 2005). The
cyclin-D1/p16/phosphorylated Rb pathway plays an
important role in modulating the response to extracel-
lular stimuli and is believed to be essential G1/S check-
point of the cell cycle. Activated cyclin-D1 binds to
cyclin dependent kinase 4 and 6 (cdk4 and cdk6) to
create cdk4/cyclin-D1 and cdk6/cyclin-D1 complexes
that phosphorylate the Rb protein (pRb), thereby
releasing E2F transcription factor family. E2F facilitates
entry into and progression through the S phase, initiat-
ing the transcription of genes that regulate DNA syn-
thesis. 
In contrast, p16 protein as a cdk family inhibitor out-
growth, specifically inhibits cdk4 and cdk6 by disrupting
active kinase complexes with cyclin-D1, and prevents
phosphorylation of Rb and therefore passage through
the G1/S checkpoint. 
Mutations of the cyclin-D1/p16/Rb pathway are quite
common in OSCC. Overexpression of cyclin-D1 is
linked to tumor aggressiveness, decreased disease free



Από τη διαδικασία αυτή ενεργοποιούνται οι µεταγρα-
φικοί παράγοντες E2F οι οποίοι διευκολύνουν τη µετά-
βαση στην S φάση του κυτταρικού κύκλου κατά την
οποία γίνεται η µεταγραφή του DNA. 
Η πρωτεΐνη p16 ως αναστολέας των κυκλινοεξαρτώµε-
νων κινασών (cdk inhibitor), αναστέλλει τις cdk4 και
cdk6 διασπώντας τα συµπλέγµατα µε την κυκλίνη D-1
εµποδίζοντας τη φωσφορυλίωση του ρετινοβλαστώµα-
τος και κατά συνέπεια τη µετάβαση από το σηµείο
ελέγχου G1/S του κυτταρικού κύκλου.
Μεταλλάξεις του συστήµατος cyclin-D1/p16/Rb είναι
ιδιαίτερα συχνές στον ακανθοκυτταρικό καρκίνο του
στόµατος. Υπερέκφραση της κυκλίνης D-1 έχει συνδε-
θεί µε αυξηµένη επιθετικότητα του όγκου, µειωµένη
ολική επιβίωση και µειωµένη επιβίωση ελεύθερης
νόσου (Namazie και συν. 2002, Miyamoto και συν.
2003, Uzawa και συν. 2007), ενώ η απώλεια της λει-
τουργικότητας του ρ16 έχει συνδεθεί µε φτωχή πρό-
γνωση σε ασθενείς µε καρκίνο του στόµατος (Bova και
συν. 1999). Παρά το γεγονός ότι ανωµαλίες στο
συγκεκριµένο κυτταρικό µονοπάτι εµφανίζονται σε
ποσοστό µεγαλύτερο του 80% των ασθενών, η προ-
γνωστική αξία  των δύο αυτών δεικτών δεν έχει µελε-
τηθεί σε ασθενείς µε ∆ΠΟ (Michailides και συν. 2002).
Η πιθανότητα διαφορετικής πορείας των ∆ΠΟ σε κλι-
νικό, ιστοπαθολογικό και κυτταρικό επίπεδο καθιστά
την µελέτη των δεικτών αυτών ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα.
Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η µελέτη της
προγνωστικής αξίας της κυκλίνης D1, του ρ16 και
άλλων κλινικοπαθολογικών παραγόντων σε 25 ασθε-
νείς µε συνολικά 80 βλάβες ακανθοκυτταρικού καρκί-
νου της στοµατικής κοιλότητας, δηλαδή σε ασθενείς µε
∆ΠΟ. Μελετήθηκε επίσης ο ρόλος της κυκλίνης D1 και
του ρ16 στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου καθώς και
η πιθανή κλωνικότητα των ∆ΠΟ.   

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ

Ασθενείς
Μελετήθηκαν οι πρωτοπαθείς βλάβες των 25 ασθενών
οι οποίοι εµφάνισαν έναν ή περισσότερους ∆ΠΟ κατά
το χρονικό διάστηµα από το 1996 έως το 2009. Οι
∆ΠΟ καθορίστηκαν σύµφωνα µε τα κριτήρια των
Warren και Gates (1932), εµφανίστηκαν δηλαδή του-
λάχιστον 3 έτη αργότερα και σε απόσταση µεγαλύτερη
των 2 cm από την αρχική βλάβη. Όλοι οι ασθενείς της
µελέτης ήταν σταδίου Ι ή ΙΙ κατά την πρώτη διάγνωση
και υποβλήθηκαν σε χειρουργική αφαίρεση του όγκου
ως πρώτη θεραπευτική µέθοδο. Μελετήθηκε η ηλικία
των ασθενών κατά την πρώτη διάγνωση, το φύλο, η
εντόπιση της πρώτης βλάβης, ο αριθµός των ∆ΠΟ,
καθώς και η ανοσοϊστοχηµική ανάλυση της κυκλίνης D-
1 και του ρ16 σε σχέση µε την ολική επιβίωση και την
επιβίωση ελεύθερης νόσου. Επίσης µελετήθηκε η
συσχέτιση της υπερέκφρασης της κυκλίνης D-1 και της
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survival (DFS) and overall survival (OS) (Namazie et al.
2002, Miyamoto et al. 2003, Uzawa et al. 2007), where-
as loss of p16 function is correlated with poor progno-
sis in oral cancer patients (Bova et al. 1999). Although
overall aberrations in this pathway occur in >80% of
OSCC, the prognostic value of these markers hasn’t
been quite clear in patients with SPTs (Michailides et al.
2002). The hints of specific and distinct clinical, patho-
logical and genetical process of second primary tumors
of the oral cavity, makes the detection of these mark-
ers quite attractive. 
The aim of this study is to investigate the prognostic
value of cyclin- D1, p16 and other clinicopathological
parameters in 25 patients with 80 second primary oral
squamous cell carcinomas. The correlation of cyclin-D1
to p16 in the cell cycle control is also studied, while it
is pointed out the possible clonal relation between the
index and the second primary tumors in these patients. 

MATERIALS AND METHODS

Patients
Eighty tissue samples were analyzed, obtained from 25
patients with OSCC that presented one or more SPTs
and were treated between 1993 and 2005. SPTs were
defined according to the criteria of Warren and Gates
(1932) and had occurred at least 3 years after diagno-
sis of the primary tumor with a distance of 2cm of nor-
mal mucosa lying in between. All 25 patients with SPTs
were included in a cohord of 257 consecutive patients
with OSCC treated during the same period in our
Department. All patients included in this study received
surgery as their primary therapeutic method and all had
stage I or II disease (T1 or T2 N0 M0) according to the
guidelines established by the American Joint Com -
mittee on Cancer Staging in 1988. Patient age at diag-
nosis, sex, tumor location, number of SPTs, cyclin-D1
and p16 protein immunohistochemical expression
were analyzed with respect to two outcome parame-
ters: DFS and OS. DFS was estimated from the time of
initial examination to the time of the first SPT occur-
rence. OS was estimated from the time of initial exam-
ination to the time of death or the time of last follow-
up. In addition, cyclin-D1 overexpression was correlat-
ed to p16 loss of expression. Moreover, the relation
between cyclin-D1/ p16 expression status of the index
tumors and the first SPTs was analysed.

IHC staining and grading of cyclin-D1 and p16
Immunoperoxidase staining was done on 4-µm cut tis-
sue sections using the same system and following the
manufacturer’s instructions (DAKO LSAB2 horseradish
peroxidase System, DAKO Corp, Carpinteria, CA).
Monoclonal antibody against cyclin D1 (1:100, clone
DCS-6, Dako Corporation, Golstrup, Denmark) and



απώλειας της έκφρασης του ρ16, καθώς και συσχέτιση
της έκφρασης της κυκλίνης D-1 και του ρ16 µεταξύ
του πρωτοπαθούς όγκου και του πρώτου ∆ΠΟ. Ως
ολική επιβίωση (ΟΕ) καθορίστηκε το χρονικό διάστη-
µα από την αρχική διάγνωση έως το θάνατο του ασθε-
νούς ή την ηµέρα της τελευταίας εξέτασης, ενώ ως
επιβίωση ελεύθερης νόσου (ΕΕΝ) καθορίστηκε το
χρονικό διάστηµα από την αρχική διάγνωση έως την
διάγνωση του πρώτου ∆ΠΟ. Η παρακολούθηση των
ασθενών κυµάνθηκε από 6 έως 264 µήνες.

Ανοσοϊστοχηµική ανάλυση της κυκλίνης D-1 και του
ρ16
∆ιενεργήθηκε βαφή ανοσοπεροξειδάσης σε τµήµατα
ιστών 4µ χρησιµοποιώντας συγκεκριµένο σύστηµα
σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή (horserad-
ish peroxidase System, DAKO Corp, Carpinteria, CA).
Χρησιµοποιήθηκαν µονοκλωνικά αντισώµατα της
κυκλίνης D-1 (1:100, clone DCS-6, Dako Corporation,
Golstrup, Denmark) και του ρ16 (1:40, Novacastra
Labs, Ltd, United Kingdom). Για την κυκλίνη D-1 τα ιστι-
κά τεµάχια τοποθετήθηκαν σε EDTA (pH = 8.0, 1 mM)
και θερµάνθηκαν στους 95°C για 20΄. Για το ρ16 τα
ιστικά τεµάχια τοποθετήθηκαν σε citrate buffer (pH =
6.0, 10 mM) και κατόπιν σε µικροκλίβανο 3 φορές για
5΄ η κάθε µία. Όλες οι ανοσοϊστοχηµικές βαφές εξε-
τάστηκαν χρησιµοποιώντας κοινό µικροσκόπιο. Ως
θετικό αποτέλεσµα µεταφράστηκε η ευδιάκριτη πυρη-
νική βαφή καφέ χρώµατος τόσο για την κυκλίνη D-1
(Εικ. 1) όσο και για το ρ16. (Εικ. 2). Τα ιστικά δείγµατα
µε περισσότερο του 5% των καρκινικών κυττάρων µε
θετική πυρηνική χρώση θεωρήθηκαν ως θετικά στην
παρούσα µελέτη. Ως θετικά δείγµατα ελέγχου χρησι-
µοποιήθηκαν ιστικά τεµάχια mantle cell λεµφώµατος τα
οποία εµφάνισαν ισχυρή θετικότητα στη χρώση της
κυκλίνης D-1, καθώς και ιστικά τεµάχια ακανθοκυτταρι-
κού καρκίνου του τραχήλου της µήτρας µε ισχυρή
θετικότητα στη χρώση του ρ16. Ως αρνητικά δείγµατα
ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν τα θετικά δείγµατα ελέγ-
χου, αντικαθιστώντας τα αρχικά αντισώµατα µε διάλυ-
µα buffer. 

Στατιστική ανάλυση
Η στατιστική ανάλυση της µελέτης πραγµατοποιήθηκε
µε το στατιστικό πακέτο SPSS. Χρησιµοποιήθηκαν οι
στατιστικές µέθοδοι x2 test, independent samples t-test
και Pearson correlation coefficient για την σύγκριση
των αποτελεσµάτων της παρούσης µελέτης. Οι καµπύ-
λες επιβίωσης για την επιβίωση ελεύθερης νόσου και
την ολική επιβίωση υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο
Kaplan-Meier. Επίσης, επιλέχθηκε το µοντέλο Cox
regression για την αναγνώριση των µεταβλητών µε τη
µεγαλύτερη προγνωστική αξία. Σε όλες τις περιπτώσεις
η µεταβλητή P value µικρότερη του 0,05 θεωρήθηκε
σηµαντική.

Αρχεία Ελληνικής Στοµατικής & Γναθοπροσωπικής Χειρουργικής/
Hellenic Archives of Oral and Maxillofacial Surgery

24 Μαγόπουλος Χ. και συν./Magopoulos C. et al.

p16 (1:40, Novacastra Labs, Ltd, United Kingdom)
were used. Antigen retrieval was done. For cyclin D1,
the sections were placed in EDTA (pH = 8.0, 1 mM) in
a steamer for 20΄ at 95°C. For p16, the sections were
placed in citrate buffer (pH = 6.0, 10 mM) and
microwaved 3 times for 5΄ each. The immunohisto-
chemical stains were examined using a light micro-
scope. A positive result was rendered for cells showing
distinct brown staining of nucleus for p16 (Fig. 1) and
for cyclin D1 (Fig. 2). Samples with more than 5% of
the cells containing nuclear staining were considered
positive in the present study. As positive controls, we
used sections of a mantle cell lymphoma that were
strongly positive for cyclin-D1 and a squamous cell car-
cinoma of the cervix with known positive staining for
p16. As negative controls, the same sections, which
were used as positive controls were used, replacing the
primary antibody with buffer solution.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the SPSS statis-
tical package. The x2 test, independent samples t-test
and the Pearson correlation coefficient were used for

Εικ. 1: Ανοσοϊστοχηµική εικόνα της κυκλίνης D-1 (x400) στο
ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα του στόµατος.
Fig. 1: Immunohistochemical staining for cyclin D1 (x 400) in
OSCC. 

Εικ. 2: Ανοσοϊστοχηµική εικόνα του ρ16 (x200) στο
ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα του στόµατος.
Fig. 2: Immunohistochemical staining for p16 (x 200) in OSCC.



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Ανοσοϊστοχηµική ανάλυση της έκφρασης της κυκλί-
νης D-1 και του ρ16
Η κατανοµή των θετικών κυττάρων βρέθηκε ετερογε-
νής στις καρκινικές φωλεές. ∆εκαπέντε ασθενείς (60%)
εµφάνισαν υπερέκφραση της κυκλίνης D-1, ενώ 22
ασθενείς (88%) εµφάνισαν απώλεια της έκφρασης του
ρ16. Επιπλέον, 14 ασθενείς (56%) βρέθηκαν να εµφα-
νίζουν ταυτόχρονα υπερέκφραση της κυκλίνης D-1 και
απώλεια της έκφρασης του ρ16.

Κλινικές παράµετροι
Η µέση ηλικία των ασθενών ήταν 56 έτη (κλιµακούµε-
νη από 26 έως 74 έτη) κατά την πρώτη εξέταση και η
αναλογία φύλου ήταν 1.5/1 γυναίκες προς άνδρες. Η
θέση του πρωτοπαθούς και των ∆ΠΟ φαίνονται στους
Πίνακες 1 και 2, ενώ ο αριθµός των  ∆ΠΟ κυµάνθηκε
από 2 έως 9 για τους 25 ασθενείς. Η περίοδος επανε-
ξετάσεων των ασθενών κυµάνθηκε από 6 έως 264
µήνες (Πίνακας 3).

Συσχέτιση της ΕΕΝ και ΟΕ µε ανοσοϊστοχηµικές και
κλινικές παραµέτρους
∆εν βρέθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ
της επιβίωσης ελεύθερης νόσου (ΕΕΝ) και του φύλου,
της ηλικίας, του αριθµού των ∆ΠΟ και της απώλειας
της έκφρασης του ρ16. Η πολυπαραγοντική ανάλυση
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the comparison of the results of our study. Survival
curves for overall and disease-free survival were esti-
mated by the Kaplan-Meier method. Cox regression
model was selected in order to identify the variables
with the greatest prognostic value. In all cases P values
less than 0.05 were considered significant. 

RESULTS

IHC analysis of cyclin-D1 and p16 expression
Immunohistochemical staining of both cyclin-D1 and
p16 was nuclear. Distribution of positive cells was het-
erogenous in cancer nests. Fifteen patients (60%) had
cyclin-D1 overexpression in the index tumor, while 22
patients (88%) had loss of p16 expression. Moreover,
14 patients (56%) were found to have cyclin-D1 over-
expression and p16 loss of expression.

Clinical outcome
The mean age of the patients was 56 years (ranging
from 26 to 74 years) at the time of presentation and
the sex ratio was 1.5 : 1, females to males (15 females
and 10 males). The location of the index and second
primary tumors are seen in Tables 1 and 2, while the
number of the SPTs ranged from 2 to 9 for the 25
patients. The follow-up period ranged from 20 to 264
months (Table 3).

Πίνακας 1
Τοπογραφία και συχνότητα των αρχικών βλαβών

Valid Παρειά
Ουλικός βλεννογ. 
Γλώσσα
Έδαφος στόµατος
Οπισθογόµφιο τρίγωνο
Σύνολο

6
5
7
3
4

25

24,0
20,0
28,0
12,0
16,0

100,0

Τοπογραφία Συχνότητα Ποσοστό %

Table 1
Location and frequency of the index tumors

Valid Cheek
Gingiva
Tongue
FOM
RetroMT
Total

6
5
7
3
4

25

24,0
20,0
28,0
12,0
16,0

100,0

Location Frequency Percent %

FOM: floor of mouth, RetroMT: retromolar trigone  

Πίνακας 2
Τοπογραφία και συχνότητα 
των ΔΠΟ

Valid Παρειά
Ουλικός βλεννογ
Γλώσσα
Εδαφος στόµατος
Οπισθογόµφιο τρίγωνο
Κάτω χείλος
Σύνολο

10
19
14

6
1
5

55

18,0
35,0
25,0
11,0

2,0
9

100,0

Τοπογραφία Συχνότητα Ποσοστό %

Table 2
Location and frequency of the second 
primary tumors

Valid Cheek
Gingiva
 Tongue
 FOM
RetroMT
Lip
Total

10
19
14

6
1
5

55

18,0
35,0
25,0
11,0

2,0
9

100,0

Location Frequency Percent %

FOM: floor of mouth, RetroMT: retromolar trigone  



(multivariate analysis) ανέδειξε στατιστικά σηµαντική
θετική συσχέτιση µεταξύ της ΕΕΝ και της υπερέκφρα-
σης της κυκλίνης D-1 (Cox regression model–
p=0.015). Αντίθετα η ολική επιβίωση (ΟΕ) δεν συσχε-
τίστηκε σηµαντικά µε καµία από τις κλινικές και ανο-
σοϊστοχηµικές παραµέτρους που µελετήθηκαν. Επιπλέ-
ον, η συνεργική δράση της κυκλίνης D-1 και του ρ16,
απέτυχε να εµφανίσει στατιστικά θετική συσχέτιση µε
την ΕΕΝ και µε την ΟΕ, σε όλους τους δυνατούς συν-
δυασµούς ανοσοϊστοχηµικής έκφρασης (οµάδα 1:
υπερέκφραση κυκλίνης D-1 και απώλεια της έκφρασης
του ρ16, οµάδα 2: αρνητική έκφραση της κυκλίνης D-
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Correlation of DFS and OS to clinical and IHC
parameters 
Disease free survival (DFS) was not correlated signifi-
cantly to age, sex, tumor location, number of SPTs and
p16 loss of expression. Multivariate analysis revealed
statistically significant positive relation of DFS with
cyclin-D1 overexpression (Cox regression model –
p=0.015). Conversely overall survival (OS) was not cor-
related significantly to none of the clinical and IHC
parameters investigated. Moreover, synergistic action of
cyclin-D1 with p16 failed to reach statistical significant
relation with either DFS or OS in all fashions of expres-

Πίνακας 3
Κλινικές και ανοσοϊστοχηµικές παράµετροι των ασθενών
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ΕΕΝ: επιβίωση ελεύθερης νόσου. ΟΕ: ολική επιβίωση. Απεβ: απεβίωσε



1 και απώλεια της έκφρασης του ρ16, οµάδα 3: υπε-
ρέκφραση κυκλίνης D-1 και έκφραση του ρ16, οµάδα
4: αρνητική έκφραση της κυκλίνης D-1 και έκφραση
του ρ16). Οι καµπύλες επιβίωσης Kaplan – Meier για
την ΕΕΝ (Εικ. 3) και ΟΕ (Εικ. 4) καταδεικνύουν την στα-
τιστικά θετική συσχέτιση της υπερέκφρασης της κυκλί-
νης D-1 και της ΕΕΝ (p<0.05 log rank test).

Συσχέτιση της υπερέκφρασης της  κυκλίνης D-1µε
την απώλεια έκφρασης του ρ16
Παρόλο που η αυξανόµενη έκφραση της κυκλίνης D-
1 φαίνεται να συνδέεται µε µειούµενη έκφραση του
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sion (group 1: cyclin-D1 overexpression with p16 loss
of expression, group 2: cyclin-D1 negative for expres-
sion with p16 loss of expression, group 3: cyclin-D1
overexpression with p16 expression, and group 4:
cyclin-D1 negative for expression with p16 expression).
Kaplan –Meier survival curves for DFS and OS (Fig. 3, 4
respectively) demonstrate the positive relation of cyclin-
D1 overexpression with DFS (p<0.05 log rank test).

Relation between cyclin-D1 overexpression and p16
loss of expression
Although increasing expression of p16 is related to

Table 3
Clinical and immunohistochemical patient data
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P16%: percentage of p16 positive cancer cells. D1%: % percentage of cyclin D1 positive cancer cells. DFS: disease free survival
OS: overall survival  



ρ16, η συσχέτιση αυτή απέτυχε τα εµφανιστεί στατιστι-
κά σηµαντική (Speraman’s rank test p>0.05).

Συσχέτιση της έκφρασης της  κυκλίνης D-1 και  του
ρ16 µεταξύ των πρωτοπαθών και των ∆ΠΟ
Βρέθηκε διαφορετικό µοντέλο έκφρασης τόσο της
κυκλίνης D-1 όσο και του ρ16 µεταξύ των πρωτοπα-
θών και των ∆ΠΟ (Chi-square test – x2, p<0.05).

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο ρόλος της κυκλίνης D-1 ως ογκογονίδιο έχει καθιε-
ρωθεί από την ιδιότητά του να συνεργάζεται µε άλλα
ογκογονίδια µε σκοπό την απορύθµιση του κυτταρικού
κύκλου κατά τη διαδικασία της καρκινογένεσης. Η υπε-
ρέκφραση της κυκλίνης D-1 η οποία προκαλείται από
γονιδιακή ενίσχυση, από χρωµοσωµική µετατόπιση ή
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cyclin-D1 decreasing expression, the relation failed to
reach statistical significance (Speraman’s rank test
p>0.05).

Relation between cyclin-D1 and p16 expression sta-
tus of the index tumors and the first SPTs
Different mode of expression was identified between
the index and the first SPTs concerning both cyclin-D1
and p16 (Chi-square test – x2, p<0.05).

DISCUSSION

Cyclin-D1’s role as an oncogene has been established
by its ability to cooperate with other oncogenes in cell
cycle dysregulation during multistep carcinogenesis.
Overexpression of cyclin-D1 caused by gene amplifica-
tion, chromosomal translocation or mitogenic stimula-
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Εικ. 3: Επιβίωση ελεύθερης νόσου (ΕΕΝ) για τους 25 ασθενείς µε ∆ΠΟ σε σχέση µε την
ανοσοϊστοχηµική (IHC) κατάσταση της κυκλίνης D-1 και του ρ16. 0:αρνητική IHC, 1: θετική
IHC. (Α) Καµπύλη Kaplan-Meier για την ΕΕΝ σε σχέση µε την κυκλίνη D-1. (Β) Καµπύλη
Kaplan-Meier για την ΕΕΝ σε σχέση µε το ρ16. (Γ) Καµπύλη Kaplan-Meier για την ΕΕΝ σε
σχέση µε την συνεργική δράση της κυκλίνης D-1 και του ρ16. Οι ασθενείς χωρίστηκαν σε 4
υποοµάδες ανάλογα µε τη θετικότητα ή αρνητικότητα των βλαβών στην υπερέκφραση της
κυκλίνης D-1 και στην απώλεια του ρ16: 1:p16=0 and D1=1, 2:p16=0 and D1=0, 3:p16=1 and D1=1, 4:p16=1 and D1=0.
Fig. 3: Disease-free survival of 25 patients with second primary oral squamous cell carcinomas according to cyclin D1 and p16 status. 0:
negative IHC, 1: positive IHC. (A) Kaplan-Meier curve for disease-free survival according to cyclin-D1 status. (B) Kaplan-Meier curve for
disease-free survival according to p16 status. (C) Kaplan-Meier curve for disease-free survival according to synergistic action of cyclin-D1 and
p16 status. Patients were divided to 4 subgroups based on whether they had tumors that were positive or negative for cyclin-D1
overexpression and p16 deletion. 1:p16=0 and D1=1, 2:p16=0 and D1=0, 3:p16=1 and D1=1, 4:p16=1 and D1=0.
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Εικ. 4: Ολική επιβίωση (ΟΕ) για τους 25 ασθενείς µε ∆ΠΟ σε σχέση µε την ανοσοϊστοχηµική (IHC) κατάσταση της κυκλίνης D-1 και του ρ16.
(Α) Καµπύλη Kaplan-Meier για την ΟΕ σε σχέση µε την κυκλίνη D-1. (Β) Καµπύλη Kaplan-Meier για την ΟΕ σε σχέση µε το ρ16. (Γ) Καµπύλη
Kaplan-Meier για την ΟΕ σε σχέση µε την συνεργική δράση της κυκλίνης D-1 και του ρ16.
Fig. 4: Overall survival of 25 patients with second primary oral squamous cell carcinomas according to cyclin D1 and p16 status. (A) Kaplan-
Meier curve for disease-free survival according to cyclin-D1 status. (B) Kaplan-Meier curve for disease-free survival according to p16 status. (C)
Kaplan-Meier curve for disease-free survival according to synergistic action of cyclin-D1 and p16 status. Immunohistochemical expression status
and patient subgroup division are described in figure 3.



και από µιτογενετική διέγερση κατά την γονιδιακή µετα-
γραφή, έχει ενοχοποιηθεί για αρκετούς καρκίνους
στον άνθρωπο, όπως του µαστού, του πνεύµονα, του
οισοφάγου και της στοµατικής κοιλότητας (Hinds και
συν. 1994, Sicinski και συν. 1995). Αρκετές αναφορές
έχουν δείξει ότι η γονιδιακή ενίσχυση ή η υπερέκφρα-
ση της κυκλίνης D-1 -που έχει ταυτοποιηθεί σε  περί-
που 40% του καρκίνου του στόµατος- αποτελεί σηµα-
ντικό προγνωστικό παράγοντα του καρκίνου του στό-
µατος, ως υπεύθυνη για φτωχή πρόγνωση, αυξηµένη
επιθετικότητα του όγκου, καθώς και µειωµένη ολική
επιβίωση και επιβίωση ελεύθερης νόσου (Ballacosa και
συν. 1996, Kyomoto και συν. 1997, Akervall και συν.
1997). Κατά παρόµοιο τρόπο, η απώλεια της έκφρασης
της πρωτεΐνης ρ16 -που βρίσκεται σε περίπου 80% των
ασθενών µε στοµατικό καρκίνο- ως µέλος των κυκλι-
νοεξαρτώµενων κινασών (CDKis), πολύ συχνά παρα-
τηρείται σε διάφορους τύπους καρκίνου (Papadimi -
trakopoulou και συν. 1997). Η ρύθµιση της µειωµένης
έκφρασης της πρωτεΐνης ρ16 από χρωµοσωµική δια-
γραφή, σηµειακή µετάλλαξη ή υπερµεθυλίωση βάσεων
φαίνεται να αποτελεί πρώιµο γεγονός στη διαδικασία
των πολλαπλών σταδίων της καρκινογένεσης (Sanchez-
Cespedes και συν. 2000). Απώλεια της έκφρασης του
ρ16 έχει βρεθεί ακόµα και σε υπερπλασίες ή και
δυσπλασίες (Rosin και συν. 2000) και έχει συνδεθεί µε
κακή πρόγνωση (Sakagushi και συν. 1996, El-Nagger και
συν. 1999). Παρόλα αυτά παραµένει η συζήτηση σχε-
τικά µε την προγνωστική σηµασία του ρ16 για τον
ακανθοκυτταρικό καρκίνο της στοµατικής κοιλότητας.
Αρκετές αναφορές καταδεικνύουν την σηµαντική
σχέση της διαγραφής του ρ16 µε αποµακρυσµένες
µεταστάσεις και χαµηλότερα επίπεδα κυτταρικής δια-
φοροποίησης, ενώ άλλοι ερευνητές απέτυχαν να ανα-
δείξουν σηµαντική σχέση µεταξύ του ρ16 και της ΕΕΝ
και ΟΕ (Namazie και συν. 2002, Uzawa και συν. 2007).
Αντίθετα, η συνεργική δράση µεταξύ της υπερέκφρα-
σης της  κυκλίνης D-1 και της απώλειας του ρ16, έχει
βρεθεί να επηρεάζει ισχυρότερα την µείωση τόσο της
ΕΕΝ όσο και της ΟΕ, από ότι µόνες τους η κυκλίνη D-
1 και το ρ16. Εργαστηριακές µελέτες έχουν δείξει ότι η
ενίσχυση της κυκλίνης D-1 και η απενεργοποίηση του
ρ16 µπορούν να επιταχύνουν την G-1 φάση του κυτ-
ταρικού κύκλου, καθώς και ότι η συνεργική δράση τους
συνδέεται µε φτωχή πρόγνωση στον καρκίνο κεφαλής
και τραχήλου (Lukas και συν. 1995, Jadayel και συν.
1997).
Στην παρούσα µελέτη ερευνήθηκε ο ρόλος της υπε-
ρέκφρασης της κυκλίνης D-1 και της απώλειας της
έκφρασης του ρ16 σε συνδυασµό µε άλλες κλινικοπα-
θολογικές παραµέτρους, σε σχέση µε την επιβίωση
ελεύθερης νόσου (ΕΕΝ) και την ολική επιβίωση (ΟΕ)
σε 25 ασθενείς µε 80 συνολικά ∆ΠΟ σταδίου Ι και ΙΙ.
Το µη αναµενόµενο αποτέλεσµα της παρούσας µελέ-
της αφορά στην στατιστικά σηµαντική σχέση της υπε-
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tion of gene transcription has been implicated in sever-
al human cancers including breast carcinoma, lung car-
cinoma, esophagus carcinoma and HNSCC especially
oral cancer (Hinds et al. 1994, Sicinski et al. 1995).
Many reports have indicated gene amplification or
overexpression of cyclin-D1 –found in almost 40% of
invasive OSCC- to be a potent prognostic factor in oral
carcinomas, responsible for poor prognosis, tumor
aggressiveness and reduced DFS and OS (Ballacosa et
al. 1996, Kyomoto et al. 1997, Akervall et al. 1997).
Similarly, loss of p16 protein expression -found in
almost 80% of invasive OSCC- as a member of cyclin
depended kinase inhibitors (CDKis), is frequently
observed in a variety of human cancers (Papadim -
itrakopoulou et al. 1997). Down-regulation of p16 pro-
tein expression caused by chromosomal deletion, point
mutation or promoter hypermethylation (Sanchez-
Cespedes et al. 2000) is believed to constitute an early
event in multistep carcinogenesis found in squamous
hyperplasia and dysplasia (Rosin et al. 2000) and is cor-
related with poor prognosis (Sakagushi et al. 1996, El-
Nagger et al. 1999). However, debate still remains
regarding the prognostic significance of p16. Many
reports postulate p16 deletion to have a significant
association with distant metastasis and cellular differen-
tiation, whereas other researchers failed to prove sig-
nificant correlation of p16 to DFS and OS (Namazie et
al. 2002, Uzawa et al. 2007). Reversely, synergistic
action of cyclin-D1 overexpression and p16 deletion is
found to have a more potent impact on reduced DFS
and OS in OSCC than cyclin-D1 or p16 alone. In vitro
studies have indicated that amplification of cyclin-D1
and inactivation of p16 can accelerate G1 phase of the
cell cycle, whereas other studies postulate that syner-
gistic action of cyclin-D1 amplification and p16 deletion
correlate with poor prognosis in HNSCC (Lukas et al.
1995, Jadayel et al. 1997).
In the present study we investigated the role of cyclin-
D1 overexpression and p16 loss of expression in addi-
tion to other clinicopathological data with respect to
two outcome parameters: DFS and OS, in 25 patients
with 80 stage I and II second primary oral SCC. The
unexpected outcome of our study was the significant
correlation of cyclin-D1 overexpression with improved
DFS and the failure to associate with reduced OS. In
addition, cyclin-D1 overexpression was proved to be
irrelevant to p16 loss of function, whereas in doubly
mutated cells synergistic action of cyclin-D1 and p16 in
all modes of expression seemed to have no impact on
clinical outcome in patients with SPTs.
Although almost all previous reports have demonstrat-
ed that elevated expression of cyclin-D1 provides a
proliferate advantage to the tumor cells, second pri-
mary tumor cells in patients with OSCC could have a
different clinical outcome, following distinct molecular



ρέκφρασης της κυκλίνης D-1 µε την αύξηση της ΕΕΝ
και την αποτυχία να συνδεθεί σηµαντικά µε µείωση της
ΟΕ. Ταυτόχρονα η υπερέκφραση της κυκλίνης D-1
βρέθηκε να µην επηρεάζει την απώλεια λειτουργίας του
ρ16, ενώ και σε κύτταρα µε διπλή µετάλλαξη, η συνερ-
γική δράση της κυκλίνης D-1 και του ρ16 σε όλους
τους συνδυασµούς πρωτεϊνικής έκφρασης δεν φάνηκε
να επηρεάζει το κλινικό αποτέλεσµα στους ασθενείς µε
δεύτερο πρωτοπαθή όγκο (∆ΠΟ).
Σε αντίθεση µε σχεδόν όλες τις προηγούµενες αναφο-
ρές, οι οποίες καταδεικνύουν ότι η αυξηµένη έκφραση
της κυκλίνης D-1 εξασφαλίζει πλεονέκτηµα κυτταρικού
πολλαπλασιασµού στα καρκινικά κύτταρα, τα κύτταρα
των ∆ΠΟ σε ασθενείς µε καρκίνο του στόµατος πιθα-
νόν προσδίδουν διαφορετική κλινική εικόνα ακολου-
θώντας ένα ξεχωριστό µοριακό µονοπάτι κατά τη
διάρκεια της G-1 φάσης του κυτταρικού κύκλου. Οι
Gillett και συν. (1996) έδειξαν ότι ανώµαλη συσσώρευ-
ση της κυκλίνης D-1 συνδέεται µε βελτιωµένο κλινικό
αποτέλεσµα στον καρκίνο του µαστού, ενώ άλλοι ερευ-
νητές δεν κατάφεραν να αποδείξουν την προγνωστική
αξία της ενίσχυσης του συγκεκριµένου γονιδίου
(11q13 amplification) (Peters και συν. 1995).
Μία πιθανή ερµηνεία αυτής της αντίστροφης δράσης
της υπερέκφρασης της κυκλίνης D-1 θα µπορούσε να
είναι η απώλεια της λειτουργικότητας του ρετινοβλα-
στώµατος λόγω κάποιας µετάλλαξης που οδηγεί σε
αποσταθεροποίηση της κυκλίνης D σε κύτταρα αρνη-
τικά στο Rb, καθιστώντας την ανίκανη να συνδεθεί µε
τις cdk4/6 (Bates και συν. 1994, Tam και συν. 1994).
Κύτταρα χωρίς λειτουργικό Rb εµφανίζουν υψηλά επί-
πεδα ρ16, µε αποτέλεσµα οι κινάσες  cdk4 και cdk6 να
αποµονώνονται σε ανενεργά συµπλέγµατα (Parry και
συν. 1995, Pande και συν. 1998). Επιπλέον, άλλοι ερευ-
νητές υποστηρίζουν ότι η ταυτοποίηση αλλοιωµένης
έκφρασης της πρωτεΐνης cdk6 σε κυτταρικές σειρές
ακανθοκυτταρικού καρκινώµατος του στόµατος πιθα-
νότατα ευθύνεται για αυτό το διαφορετικό µοριακό
µονοπάτι. Μία τέτοια υπερλειτουργία σε έδαφος απου-
σίας της κυκλίνης D-1 πιθανότατα ενισχύει τον κυττα-
ρικό πολλαπλασιασµό µέσω της γρήγορης µετάβασης
από το σηµείο G1/S του κυτταρικού κύκλου
(Timmermann και συν. 1997). Βέβαια, απαιτείται περαι-
τέρω έρευνα προκειµένου να αποκαλυφθεί πλήρως
αυτό το ενδιαφέρον µονοπάτι και να αποσαφηνίσει τον
ακριβή ρόλο της  κυκλίνης D-1 στην G-1 φάση του
κυτταρικού κύκλου.
Ένα ακόµη ενδιαφέρον αποτέλεσµα της παρούσας
προγνωστικής µελέτης αποτέλεσε η µικρότερη ηλικια-
κή κατανοµή (µέση ηλικία 56 έτη), καθώς και η προτί-
µηση στο γυναικείο φύλο (1,5/1 γυναίκες προς
άνδρες) στους ασθενείς µε ∆ΠΟ σε σύγκριση µε τα
63.1 έτη µέσης ηλικίας και µε καθαρή προτίµηση στους
άνδρες (2,5/1 άνδρες προς γυναίκες) στο σύνολο των
232 ασθενών µε καρκίνο του στόµατος. Επιπλέον η
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pathway during the G1 phase of the cell cycle. Gillett et
al. (1996) indicated that aberrant accumulation of
cyclin-D1 is associated with improved clinical outcome
in human breast cancer, whereas other researchers
failed to provide a consistent message about the prog-
nostic value of 11q13 amplification (Peters et al. 1995).
A possible explanation of this reverse action of cyclin-
D1 overexpression could be loss of Rb function caused
by mutation, resulting in D-type cyclin destabilization in
Rb-negative cells, becoming unable to associate with
cdk4/6 (Bates et al. 1994, Tam et al. 1994). Cells that
lack functional pRb express high levels of p16, so that
cdk4 and cdk6 become sequestered in inactive com-
plexes (Parry et al. 1995, Pande et al. 1998). Moreover,
other researchers point out the altered cdk6 expres-
sion detected in OSCC cell lines as the possible reason
of this different molecular pathway. A specific hyperac-
tivity in the absence of cyclin-D1 overexpression may
enhance cell proliferation promoting G1/S pathway
(Timmermann et al. 1997). Of course, further research
will be required in order to unravel this intriguing path-
way and clarify the exact role of cyclin-D1 in the G1
phase of the cell cycle.
Another interesting result of the present prognostic
study was the younger age of the patients with SPTs
(mean 56 years) and a female predilection (1.5:1
females to males) compared to 63.1 years mean age
and a clear male predilection (2.5:1 males to females)
in the cohort of 232 patients with OSCC. Moreover,
the statistical significant altered expression of both p16
and cyclin-D1 between the index and the first SPT
could be indicative of multiclonal origin of such tumors
despite new theories of common clonal origin for the
paired tumors (Ha and Califano, 2003). Early genetic
events especially p16 mutation shared by second pri-
mary tumors are suggested to be the result of the sub-
mucosal migration of transformed daughter cells
(Braakhuis et al. 2004). However, the clonality of mul-
tiple tumors is still controversial as other researchers
detected discordant genetic alterations between paired
tumors (Van Oijen et al. 2000, Jang et al. 2001). The
implications in the present study of different genetic
profile of the SPTs to the index tumors regarding p16
and cyclin-D1 expression possibly enhances this con-
troversy.

CONCLUSIONS

Patients with SPTs seem to outline a distinct entity in
terms of clinicopathological behavior and genetic pro-
file of the tumor cells. Younger patient age, female
predilection and implications for multiclonality of the
SPTs, give rise to this possible modification. Moreover,
the different prognostic value of cyclin-D1 overexpres-
sion and p16 loss of function in patients with SPTs



στατιστικά σηµαντική διαφορετική έκφραση της κυκλί-
νης D-1 και του ρ16 µεταξύ του πρωτοπαθούς όγκου
και του πρώτου ∆ΠΟ είναι ενδεικτική πολυκλωνικής
προέλευσης των όγκων αυτών παρά τις πρόσφατες
αναφορές για πιθανή µονοκλωνική αρχή των ∆ΠΟ (Ha
και Califano, 2003). Πρώιµα γενετικά γεγονότα όπως η
µετάλλαξη του ρ16 σε όλους τους ∆ΠΟ πιθανολογή-
θηκε ως αποτέλεσµα µίας υποβλεννογόνιας µετανά-
στευσης µεταλλαγµένων θυγατρικών κυττάρων (daugh-
ter cells) (Braakhuis και συν. 2004). Παρόλα αυτά η
κλωνικότητα των πολλαπλών όγκων παραµένει αµφιλε-
γόµενη καθώς άλλοι ερευνητές ανίχνευσαν διαφορετι-
κές γενετικές αλλοιώσεις στις δεύτερες πρωτοπαθείς
βλάβες (Van Oijen και συν. 2000, Jang και συν. 2001).
Οι αναφορές στην παρούσα µελέτη για πιθανό διαφο-
ρετικό γενετικό προφίλ των ∆ΠΟ ως προς την έκφρα-
ση της κυκλίνης D-1 και του ρ16  ενισχύουν αυτή την
αµφισβήτηση.

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Οι ασθενείς µε ∆ΠΟ φαίνεται να συνιστούν µία δια-
φορετική γενετική και κλινικοπαθολογική οντότητα. Η
µικρότερη ηλικία εµφάνισης, η προτίµηση στο γυναι-
κείο φύλο και οι υπαινιγµοί πολυκλωνικότητας των
όγκων αυτών ενισχύουν αυτή την πιθανή διαφοροποί-
ηση. Επιπλέον, η διαφορετική προγνωστική αξία της
υπερέκφρασης της  κυκλίνης D-1 και της απώλειας της
λειτουργικότητας του ρ16 σε ασθενείς µε ∆ΠΟ ισχυ-
ροποιούν αυτή τη διαπίστωση. Είναι όµως απαραίτητη
περαιτέρω έρευνα ενδεχοµένως µε µεγαλύτερο δείγµα
ασθενών µε ∆ΠΟ ή µε µοριακή ανάλυση και άλλων
δεικτών προκειµένου να επαληθευτούν νέες διαγνωστι-
κές µέθοδοι και καινούρια θεραπευτικά πρωτόκολλα
για τους ασθενείς αυτούς.
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makes our verification more potent. This of course
needs to be further clarified by other researchers pos-
sibly with a larger series of patients with paired tumors,
or with molecular analysis of other markers in order to
establish accurate prognosis and new treatment pro-
posals for these patients.    
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