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Objective.  Many genetic factors have been implicated in the development of oral squamous cell carcinoma (OSCC).
Although mutations associated with OSCC have been well documented, the rate of these mutations is known to vary by
location. The goal of this study was to determine the frequency of RAS, BRAF, PIK3CA, and TP53 mutations in OSCC within
the Taiwanese population.
Study Design.  A total of 79 OSCC tissue specimens were screened for the presence of RAS, BRAF, PIK3CA, and TP53
mutations.
Results.  Missense mutations in HRAS were found in 10 of 79 cases (12.66%), and were signiﬁcantly associated with tumor
grade. PIK3CA mutations were observed in 11 of 79 cases (13.92%), including a rare mutation, Q546 P, that had not
previously been reported in OSCC. TP53 mutations were observed in 26 of 79 patients (32.91%) and were signiﬁcantly
correlated with poor survival.
Conclusions.  The results suggest that HRAS, PIK3CA, and TP53 may play a role in OSCC tumorigenesis. (Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol 2014;118:110-116)



As with most cancers, the development of oral squamous
cell  carcinoma  (OSCC)  is  the  result  of  accumulated
mutations  in  oncogenes  and  tumor  suppressor  genes,
particularly those controlling cell proliferation, growth,
differentiation,  survival,  apoptosis,  and  DNA  repair.1,2
Mutations   in   TP53   (tumor   protein   p53)   pathwaye
related genes are the most common cause of OSCC3,4;
however, other pathways are also involved. Major genes
involved in OSCC development include cell proliferation
genes, such as RB1 (retinoblastoma 1), CDKN2A (cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A), and CCND1 (cyclin D1);
cell differentiationerelated genes, such as the Notch/p63
axis;	cell	survivalerelated	genes,	such	as	EGFR
(epidermal   growth   factor   receptor),   the   RAS   family,
PIK3CA	(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate	3-ki-
nase,  catalytic  subunit  alpha),  PTEN  (phosphatase  and
tensin homolog), and CASP8 (caspase 8, apoptosis-related
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cysteine  peptidase);  and  cell  adhesion-  and  invasion-
related  genes,  such  as  the  TGFB  family  (transforming
growth factor beta  1, 2, and  3),  the  SMAD family,  and
FAT1 (FAT atypical cadherin 1).
Risk   factors   for   OSCC   include   smoking,   alcohol
consumption,    chewing    of    betel    quid,   and    human
papillomavirus   infection.   In   Taiwan   and   Southeast
Asia,  the  majority  of  OSCC  is  caused  by  betel-quid
chewing.5-8  Although  differences   in  risk  factors  be-
tween regions has been well documented, the effect of
these    differences    on    the    mechanisms    underlying
tumorigenesis  is  unknown.  A  better  understanding  of
the  molecular  mechanisms  driving  disease  may  allow
for   more   personalized   medicine,   including   targeted
therapies  associated  with  distinct  molecular  subsets  of
OSCC. Of particular interest are mutations in the tumor
suppressor  gene  TP53  and  in  oncogenes  such  as  the
RAS  family,  BRAF  (v-raf  murine  sarcoma  viral  onco-
gene homolog B), and PIK3CA.
The RAS family of genes includes 3 members, KRAS
(Kirsten  rat  sarcoma  viral  oncogene  homolog),  NRAS
(neuroblastoma RAS viral  (v-ras) oncogene  homolog),
and  HRAS  (Harvey  rat  sarcoma  viral  oncogene  homo-
log),  which  encode  for  a  group  of  21-kDa  membrane

Statement of Clinical Relevance
In  this  study,  we  found  that  mutations  of  HRAS  or
TP53   are   associated   with   tumor   grade   and   poor
survival, respectively. Mutations of HRAS and TP53
thus represent a molecular lesion in the development
of more aggressive oral cancer.
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proteins   (p21)   with   GTPase   activity.9   Mutations   in
these  genes  are  seen  in  upward  of  30%  of  all  human
cancers,10  although  the  frequency  of  RAS  mutations
varies by region and among tumor types. KRAS muta-
tions  are  prevalent  in  colorectal,  pancreatic,  endome-
trial,  lung,  biliary  tract,  and  cervical  cancers,  whereas
NRAS  and  HRAS  mutations  predominate  in  melanoma
and  bladder  cancer,  respectively.11  The  incidence  of
RAS mutations in OSCC ranges from 5% to 50%, with
the highest prevalence in Southeast Asia and India.12,13
Mutations are seen most commonly at residues 12, 13,
and  61,  causing  the  RAS  protein  to  lose  its  ability  to
exchange guanosine triphosphate to guanosine diphos-
phate, thereby resulting in the constitutive activation of
the protein.14
BRAF  is  a  member  of  the  RAF  family  of  serine/
threonine   protein   kinases,   which   are   encoded   by   3
genes,  ARAF  (v-raf  murine  sarcoma  3611  viral  onco-
gene homolog), BRAF, and RAF1 (v-raf-1 murine leu-
kemia viral oncogene homolog 1). BRAF is an integral
component  of  the  RAS-RAF-MEK-ERK-MAP  kinase
(mitogen-activated  protein  kinase)  signaling  pathway.
More  than  90%  of  BRAF  mutations  are  caused  by  a
T>A alteration at nucleotide 1799, resulting in a V600
E substitution in the kinase domain.15 This substitution
results in the constitutive activation of MEK and ERK,
which  in  turn  leads  to  the  enhanced  proliferation  and
survival of the mutated cell.
The PI3Ks are a family of lipid kinases, consisting of
3  distinct  classes  of  proteins,  each  of  which  contain
multiple subunits and isoforms. Class II and III PI3Ks
are not involved in carcinogenesis. PIK3CA is a class 1
A enzyme that encodes for the p110 a catalytic subunit
of  PI3K.16  There  appear  to  be  3  hot  spot  mutations
within  this  enzyme  at  residues  542,  545,  and  1047,
corresponding to the helix and kinase domains of p110
a17;  mutations  at  these  residues  lead  to  increased  cell
survival by inhibiting apoptosis.18
The   TP53   tumor   suppressor   gene   is   located   on
chromosome 17. TP53 acts as a transcription factor, and
plays a crucial role in maintaining genomic stability and
regulating  the  cell  cycle  as  a  tumor  suppressor  pro-
tein.19  More  than  50%  of  all  human  cancers  exhibit
TP53  mutations,20  leading  to  both  loss  of  wild-type
activity   and   gain   of   oncogenic   potential.   Mutations
have been found in all coding exons of TP53, although
the  distribution  of  these  mutations  is  not  even.  The
majority   of   oncogenic   mutations   are   located   in   the
DNA-binding domain, with w30% of mutations found
at residues 175, 245, 248, 249, 273, and 282.21
The goal of this study was to determine the frequency
of RAS, BRAF, PIK3CA, and TP53 mutations in OSCC
within  the  Taiwanese  population.  We  also  compared
the  clinicopathologic  parameters  of  OSCCs  with  the
mutational status of RAS, BRAF, PIK3CA, and TP53.


MATERIALS AND METHODS
DNA samples
Tumor samples were collected from 79 patients recently
diagnosed  with  OSCC.  Tissue  specimens  were  imme-
diately frozen in liquid nitrogen before DNA extraction.
DNA  was  extracted  as  described  previously.22  All  tu-
mors were classiﬁed according to the TNM classiﬁcation
system.23 This study was approved by the Institutional
Review Board of the China Medical University Hospital,
Taichung, Taiwan (CMUH102-REC1-015).

Multiplex polymerase chain reaction and primer
extension analysis of K, N, and HRAS mutations
To investigate the frequency of exons 2 and 3 mutations
in  RAS  genes,  we  used  a  multiplex  polymerase  chain
reaction   (PCR)   and   primer   extension   analysis,   as
described previously.11 Brieﬂy, PCR was performed in
a 50-mL reaction containing 0.5 mg of sample DNA as a
template. The reaction was performed using 2 pairs of
universal  primers  for  3  RAS  genes.  Primer  extension
analysis  was  performed  with  SNaPshot  Multiplex  Kit
and sequenced using an ABI PRISM 310 DNA genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

PCR and direct sequence analysis of TP53
mutations
Mutations in exons 5, 6, 7, and 8 of TP53 were identiﬁed
by  direct  sequencing.  Brieﬂy,  PCR  was  performed  in
a  50-mL  reaction  volume  containing  0.5  mg  of  sample
DNA   as   a   template.   The   reaction   was   performed
using  the  following  primers:  Exon  5,  forward  primer:
CACTTGTGCCCTGACTTTCA, reverse primer: AGC
AATCAGTGAGGAATCAG; exon  6,  forward  primer:
ATAGCGATGGTGAGCAGCT,  reverse  primer:  GCC
ACTGACAACCACCCTT;   exon   7,   forward   primer:
CCTGCTTGCCACAGGTCT,  reverse  primer:  TCAG
AGGCAAGCAGAGGCT;   exon   8,   forward   primer:
GACCTGATTTCCTTACTGCCT, reverse primer: GAA
TCTGAGGCATAACTGCA. Direct sequencing of PCR
products (exon 5, 306ebase pair [bp] fragment; exon 6,
259-bp fragment; exon 7, 236-bp fragment; and exon 8,
246-bp fragment) was performed using Big Dye terminator
cycle sequencing reagents and was sequenced using the
ABI    PRISM    310    DNA    genetic    analyzer   (Applied
Biosystems).

High-resolution melting analysis of BRAF and
PIK3CA mutations
High-resolution melting (HRM) analysis is a closed-tube
method  for  evaluating  the  presence  of  mutations.  The
procedure  consists  of  PCR  followed  by  melting  curve
analysis  and  subsequent  gene  scanning.  A  saturating
double-stranded DNA-binding dye is used during DNA
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ampliﬁcation.  Samples  can  be discriminated  according
to  their  sequence,  length,  GC  content,  and  heterozy-
gosity. Based on its simplicity, ﬂexibility, and low cost,
HRM analysis is quickly becoming the tool of choice to
screen disease-related genes in genome diagnostics.
The  frequency  of  exon  15  mutations  in  BRAF  and
exons 9 and 20 mutations in PIK3CA genes was examined
by HRM analysis. Brieﬂy, PCR was performed in a 10-mL
reaction containing 20 ng of sample DNA as a template
and 1 X LightCycler 480 High-resolution Melting Master
buffer  (Roche  Diagnostics,  Penzberg,  Germany).  The
reaction   was   performed   using   BRAF-   and   PIK3CA-
speciﬁc primers, as described previously.24 HRM assays
were  conducted  using  a  LightCycler  480  (Roche  Di-
agnostics)  instrument  running  LightCycler  480  Gene
Scanning software version 1.5 (Roche Diagnostics).

Statistical analysis

Comparisons   between  clinicopathologic   features   and
mutation status in OSCCs were performed using a c2 test
or 2-sided Fisher exact test. A Cox proportional hazards
regression   model   was   used   to   analyze   independent
prognostic   factors.   Variables   in   the   model   included
radiotherapy, chemotherapy, gender, T status, histologic
grade, lymph node metastasis, and age. A value of P 	
.05  was  considered  to  indicate  statistical  signiﬁcance.
All statistical analyses were performed using the SPSS
17.0 software (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

RESULTS
Identiﬁcation of RAS gene mutations in OSCC
samples
Multiplex PCR and primer extension analysis were used
to   examine   tissues   collected   from   79   patients   with
OSCC.  HRAS  mutations  were  identiﬁed  in  10  of  79
patients  (12.66%),  with  no  KRAS  or  NRAS  mutations
detected (Figure 1). Of the 10 HRAS mutations found, all
were  associated  with  residue  12,  including  9  cases  of
GGC  /  AGC  (G12  S)  and  1  case  of  GGC  /  TGC
(G12 C) (Supplemental Figure S1; available at http://dx.
doi.org/10.1016/j.oooo.2014.03.016). The frequency of
HRAS mutations was signiﬁcantly correlated with tumor
grade (P ¼ .03) (Table I).

Identiﬁcation of TP53 mutations by direct
sequence analysis
We used direct sequencing to identify mutations in the
coding and intron-exon junctions of exons 5, 6, 7, and 8
of   TP53.   Mutations   were   identiﬁed   in   26   of   79
(32.91%) patients (see Figure 1), 16 of which  mapped
to hot spot residues 175, 245, 248, 249, 273, and 282;
single mutations were also found in residues 161, 176,
219, 220, 279, 285, and 306 mutations. Sequencing of

Fig. 1.  A, Distribution of HRAS, BRAF, PIK3CA, and TP53
mutations in Taiwanese patients with OSCC. B, HRAS, TP53,
and  PIK3CA  genetic  alterations  in  Taiwanese  patients  with
OSCC. (HRAS, Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog;
BRAF,  v-raf  murine  sarcoma  viral  oncogene  homolog  B;
PIK3CA,     phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate     3-kinase,
catalytic subunit alpha; TP53, tumor protein p53; OSCC, oral
squamous cell carcinoma.)
the  ﬁnal  3  patients  identiﬁed  multiple  TP53  mutations
at residues 157 and 273, 175 and 283, and 158 and 159,
respectively    (see    Supplemental    Figure    S1).    The
frequency  of  TP53  mutations  was  signiﬁcantly  corre-
lated with patient survival (P ¼ .023) (see Table I).

Identiﬁcation of BRAF and PIK3CA mutations by
HRM analysis
Owing   to   the   highly   speciﬁc   nature   of   BRAF   and
PIK3CA mutations, we used HRM analysis to identify
mutations   in   each   of   the   79   patients   with   OSCC.
The   BRAF   c.1799   T>A   mutation   was   readily   and
accurately  identiﬁed  in  both  normalized  and  tempera-
ture-shifted  difference  plot  curves;  however,  no  BRAF
mutations were observed in our patient population.
For PIK3CA, both the c.3140 A>G and c.3140 A>T
(exon 20) were readily and accurately identiﬁed in the
normalized    and    temperature-shifted    difference    plot
curves.  PIK3CA  mutations  were  found  in  11  of  79
(13.92%)  patients,  of  which  7  cases  had  mutations  in
exon 9, and 4 had mutations in exon 20 (see Figure 1).
Of the 7 exon 9 mutations, 6 were c.1633 G>A, along
with a single c.1637 A>C mutation. Of the 4 exon 20
mutations,  2  were  c.3140  A>G,  and  2  were  c.3140
A>T  (see  Supplemental  Figure  S1).  No  associations
were observed between PIK3CA mutations and gender,
age,   habits,   treatment,   grade,   T   status,   lymph   node
metastasis, and survival (see Table I).
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Table I.  Gene mutations in relation to clinicopathologic features and risk habits
TP53	PIK3CA	HRAS

Variable

No      Yes      Total       P*       No      Yes      Total       P*        No      Yes      Total       P*

Gender
Female	7	1	8	.260	7	1	8	1.000	7	1	8	1.000
Male	46	25	71	41	10	71	62	9	71
Age
<50 y	17	9	26	.821	22	4	26	1.000	21	5	26	.284
   50 y	36	17	53	46	7	53	48	5	53
Smoking
Nonsmokers	11	2	13	.202	12	1	13	.681	11	2	13	.666
Ever smokers	42	24	66	56	10	66	58	8	66
Betel-quid chewing
Nonchewers	8	2	10	.484	9	1	10	1.000	9	1	10	1.000
Ever chewers	45	24	69	59	10	69	60	9	69
Alcohol drinking
Nondrinkers	16	13	29	.086	25	4	29	1.000	26	3	29	.738
Ever drinkers	37	13	50	43	7	50	43	7	50
Radiotherapyy
No	9	3	12	.741	11	1	12	1.000	10	2	12	.647
Yes	43	23	66	56	10	66	58	8	66
Chemotherapyy
No	39	22	61	.332	53	8	61	.697	53	8	61	1.000
Yes	13	4	17	14	3	17	15	2	17
Gradey
Well	17	5	22	.229	18	4	22	.462	16	6	22	.030
Moderate/poor	34	20	54	48	6	54	50	4	54
T status
T1 þ T2	33	16	49	.950	44	5	49	.316	45	4	49	.167
T3 þ T4	20	10	30	24	6	30	24	6	30
Lymph node metastasisy
No	34	15	49	.724	40	9	49	.311	42	7	49	.484
Yes	17	9	26	24	2	26	24	2	26
Survivaly
   3 y	21	17	38	.023	30	8	38	.094	33	5	38	1.000
>3 y	31	8	39	36	3	39	34	5	39
TP53,  tumor  protein  p53;  PIK3CA,  phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase,  catalytic  subunit  alpha;  HRAS,  Harvey  rat  sarcoma  viral
oncogene homolog.
*Data analyzed by c2 test or Fisher exact test when appropriate.
yIn some cases, information regarding radiotherapy, chemotherapy, grade, lymph node metastasis, and survival was not available.


Gene mutations and associations
Single  TP53  mutations  were  the  most  common  muta-
tion observed in this cohort (22.78%) (see Figure 1) and
were  rarely  associated  with  either  HRAS  (2.53%)  or
PIK3CA mutations (7.59%). Furthermore, single TP53
mutations  alone,  not  in  combination  with  any  of  the
other   mutations   tested,   were   signiﬁcantly   correlated
with lymph node metastasis (P ¼ .041) (Table II). TP53
mutations  found  in  association  with  other  gene  muta-
tions  (HRAS  or  PIK3CA)  did  not  demonstrate  a  sig-
niﬁcant correlation with gender, age, habits, treatment,
grade, T status, lymph node metastasis, or survival (see
Table II).
HRAS was observed as a single mutation in 6 patients
(7.59%)  and  in  combination  with  PIK3CA  in  2  others
(2.53%); PIK3CA mutations were presented as a single
alteration  in  3  patients  (3.80%).  These  mutations  did
not	demonstrate	any	signiﬁcant	correlations	with
gender,  age,  habits,  treatment,  grade,  T  status,  lymph


node metastasis, or survival (see Table II), either alone
or in combination.
In  the  multivariate  analysis,  which  incorporated  the
independent   prognostic   factors   radiotherapy,   chemo-
therapy, gender, T status, grade, lymph node metastasis,
and age, we found that TP53 mutations were signiﬁcant
with  regard  to  overall  survival  (P  ¼  .054)  (Table  III).
Gender  also  correlated  signiﬁcantly  with  overall  sur-
vival (P ¼ .038).

DISCUSSION
The RAS genes are some of the most frequently mutated
oncogenes  in  oral  cancer,  with  HRAS  mutations  more
common  in  OSCC  than  either  KRAS  or  NRAS.  HRAS
mutations occur most frequently at residues 12, 61, and
13.25 The rate of KRAS mutations has been reported to
range from 0% to 33%13,26-28; however, the majority of
the  studies  reported  no  mutations  in  the  KRAS  gene.
Similar   frequencies   have   been   reported   for   HRAS
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)Table II.  Copresence of different gene mutations
TP53 only	PIK3CA only	HRAS only	TP53 þ PIK3CA	TP53 þ HRAS	PIK3CA þ HRAS

Variable

No   Yes   Total     P*     No   Yes   Total     P*     No   Yes   Total     P*     No   Yes   Total     P*     No   Yes   Total     P*     No   Yes   Total     P*

Gender
Female	7	1	8	.674	8	0	8	1.000	8	0	8	1.000	8	0	8	1.000	8	0	8	1.000	7	1	8	.193
Male	54	17	71	68	3	71	65	6	71	65	6	71	69	2	71	70	1	71
Age
<50 y	19	7	26	.539   26	0	26	.547   22	4	26	.087   24	2	26	1.000   26	0	26	1.000   25	1	26	1.000
   50 y	42	11	53	50	3	53	51	2	53	49	4	53	51	2	53	52	1	53
Smoking
No	11	2	13	.721   12	1	13	.421   11	2	13	.255   13	0	13	.582   13	0	13	1.000   13	0	13	1.000
Yes	50	16	66	64	2	66	62	4	66	60	6	66	64	2	66	64	2	66
Betel-quid chewing
No	8	2	10	1.000	9	1	10	.337	9	1	10	.569   10	0	10	1.000   10	0	10	1.000   10	0	10	1.000
Yes	53	16	69	67	2	69	64	5	69	63	6	69	67	2	69	67	2	69
Alcohol drinking
No	20	9	29	.183   29	0	29	.294   26	3	29	.664   25	4	29	.185   29	0	29	.529   29	0	29	.529
Yes	41	9	50	47	3	50	47	3	50	48	2	50	48	2	50	48	2	50
Radiotherapyy
No	11	1	12	.276   12	0	12	1.000   11	1	12	1.000   11	1	12	1.000   11	1	12	.286   12	0	12	1.000
Yes	49	17	66	63	3	66	61	5	66	61	5	66	65	1	66	64	2	66
Chemotherapyy
No	47	14	61	1.000   60	1	61	.118   56	5	61	1.000   55	6	61	.330   59	2	61	1.000   60	1	61	.391
Yes	13	4	17	15	2	17	16	1	17	17	0	17	17	0	17	16	1	17
Gradey
Well	19	3	22	.244   20	2	22	.081   18	4	22	.055   21	1	22	.666   21	1	22	.498   21	1	22	.498
Moderate/poor	40	14	54	54	0	54	52	2	54	49	5	54	53	1	54	53	1	54
T status
T1 þ T2	38	11	49	.928   48	1	49	.554   47	2	49	.194   46	3	49	.668   47	2	49	.523   49	0	49	.141
T3 þ T4	23	7	30	28	2	30	26	4	30	27	3	30	30	0	30	28	2	30
Lymph node metastasisy
No	42	7	49	.041   47	2	49	1.000   45	4	49	.653   43	6	49	.087   47	2	49	.541   48	1	49	1.000
Yes	17	9	26	25	1	26	25	1	26	26	0	26	26	0	26	25	1	26
Survivaly
   3 y	27	11	38	.151   37	1	38	1.000   36	2	38	.675   33	5	38	.108   37	1	38	1.000   36	2	38	.240
>3 y	33	6	39	37	2	39	35	4	39	38	1	39	38	1	39	39	0	39
TP53, tumor protein p53; PIK3CA, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha; HRAS, Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog.
*P value determined by c2 test or Fisher exact test when appropriate.
yIn some cases, information regarding radiotherapy, chemotherapy, grade, lymph node metastasis, and survival was not available.
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Table  III.  Multivariate  analysis  (Cox  regression)   of
independent prognostic factors in patients with OSCC
Multivariate analysis	Hazard ratio	95% CI	P
TP53 mutation
No mutation	1
Mutation	2.1	0.99 to 4.67	.054
Radiotherapy
No	1
Yes	2.5	0.32 to 20.11	.376
Chemotherapy
No	1
Yes	0.9	0.36 to 2.29	.834
Gender
Female	1
Male	0.3	0.11 to 0.94	.038
T status
T1 þ T2	1
T3 þ T4	1.1	0.51 to 2.20	.869
Grade
Well	1
Moderate/poor	1.9	0.71 to 5.09	.202
Lymph node metastasis
No	1
Yes	1.0	0.50 to 2.16	.929
Age (y)	1.0	0.98 to 1.05	.393
OSCC, oral squamous cell carcinoma; TP53, tumor protein p53.

mutations,  with  reports  ranging  from  0%  to  55%.26,29
NRAS mutation rates have been consistently low, from
0%  to  2.5%.26,30  Additional  studies  of  head  and  neck
squamous  cell  carcinoma  (HNSCC)  identiﬁed  HRAS
mutations  in  5.4%  and  4%.31,32  Here  we  found  a  mu-
tation  frequency  of  12.66%  in  common  HRAS  muta-
tions, all at residue 12. No common mutations in KRAS
and NRAS were found.
Mutations in the TP53 tumor suppressor gene consti-
tute one of the most common genetic aberrations in hu-
man oral cancer, with mutations found in 25% to 69% of
all oral cancers.33 These results are consistent with our
ﬁnding  of  TP53  mutations  in  32.91%  of  all  samples;
however, the true frequency of mutation may be under-
estimated, because not all exons were examined.
TP53  mutation  proﬁles  have  been  found  to  differ
between   betel-related   and   drinking-/smoking-related
oral   cancers.34,35   The   majority   of   TP53   mutations
observed  in  this  study  were  G:C  to  A:T  substitutions,
with guanine  being  the  most  commonly  mutated  base.
This  type  of  preferential  G:C  to  A:T  mutations  were
also common in a Taiwanese study of betel-related oral
cancer   and   may   be   enhanced   in   conjunction   with
alcohol,36   suggesting   a   strong   genetic   and   environ-
mental link driving TP53 mutations.
The present study did not identify any V600 E BRAF
mutations  in  OSCC.  A  similar  analysis  of  BRAF  mu-
tation   status   in   19   cases   of   primary   HNSCC   via
capillary-based  modiﬁed  heteroduplex  mutation  detec-
tion  also  did  not  identify  any  mutations.15  A  more


expansive  analysis  of  42  patients  with  HNSCC  found
BRAF mutations in 2.4% of samples,37 whereas another
sequencing  study  did  not  identify  BRAF  mutations  in
oral  specimens,  although  BRAF  mutations  were  iden-
tiﬁed in 3% of pharynx and hypopharynx specimens.38
Finally, a Greek study of oral cancer specimens also did
not  identify  BRAF  mutations.39  Taken  together,  our
results conﬁrm that BRAF is rarely mutated in OSCC.
PIK3CA  mutations  in  OSCCs  of  the  head  and  neck
were ﬁrst reported in 2006,40 with a mutation frequency
of 10.8%. Additional studies have since been performed,
with mutation rates ranging from 0% to 21%.41-44 The
highest rate of PIK3CA mutations (21%) were described
by  Qiu  et  al.41  using  mutant-enriched  sequencing.  In
contrast,  3  other  studies  conducted  on  Greek,  Viet-
namese,  and  German  populations  did  not  identify  any
PIK3CA  mutations.42-44  A  ﬁfth  study,  conducted  on  a
Japanese   cohort,   identiﬁed   mutations   in   4%   of   pa-
tients.45  In  addition,  exon  sequencing  of  HNSCC  by
Stransky et al.31 found that 8.1% of the samples harbored
a PIK3CA mutation.
The   results  of   our  study   indicate   a   frequency   of
13.92%  for  PIK3CA  common  mutations,  suggesting  a
possible   link   between   ethnicity   and   environmental
factors  in  OSCC.  Further  studies  examining  the  up-
stream  PI3K  effectors,  such  as  EGFR  and  PTEN,  will
be  necessary  to  understand  the  associations  between
PIK3CA mutations and ethnicity.

CONCLUSION
We  have  described  the  incidence  of  the  RAS,  RAF,
PIK3CA,   and   TP53   mutations   in   oral   cancer   in   a
Taiwanese population, including the ﬁrst known report of
a  PIK3CA  c.1637  A>C  (Q546  P)  mutation  in  OSCC.
Comparisons between clinicopathologic data and muta-
tional  status  found  a  strong  correlation  between  HRAS
mutation   and  tumor   grade,  and  TP53   mutation   was
associated with patient survival. TP53 mutation only, not
in combination with other tested mutations, was associ-
ated with lymph node metastasis. No additional effects of
any combination of gene mutations were detected.
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Supplemental Figure S1.  Representative cases of HRAS, TP53, and PIK3CA detection in patients with OSCCs using primer extension
analysis, direct sequencing analysis, and HRM analysis, respectively. A, Oral cancer DNA samples of wild-type HRAS and mutant
HRAS (G12S and G12C). B, Oral cancer DNA samples of wild-type TP53 and mutant TP53 (A161T, C176F, R158C, A159S, P219H,
V157F, G279E, R283L, E285K and R306X). C, Oral cancer DNA samples of wild-type PIK3CA and mutant PIK3CA (E545K,
Q546P, H1047R and H1047L). (TP53, tumor protein p53; PIK3CA, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit
alpha; HRAS, Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog; OSCC, oral squamous cell carcinoma; HRM, high-resolution melting.)
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