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RESUMEN

La alteracion del gen supresor tumoral p53 confiere un
riesgo enormemente elevado de desarrollar cancer y la muta-
cion del mismo es uno de los cambios genéticos mas fre-
cuentemente encontrados en el cancer humano.

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC)
muestra una elevada incidencia de alteraciones en el gen
supresor tumoral p53, por lo tanto parece jugar un impor-
tante papel en la patogénesis y progresion de este tipo de
tumores. La pérdida de actividad de la proteina p53 puede
ser debida bien a mutaciones en el gen o bien alaaccién de
ciertos virus que infectan la cavidad oral. La recurrencia
local eslacausamas comin de mortalidad trasla cirugia de
un CECC. En este sentido se ha observado la presencia de
mutaciones del gen p53 en el tejido adyacente al tumoral
siendo un buen marcador prondstico de recurrencia. El ana-
lisis de las alteraciones del gen p53 en CECC aporta una
importante informacion sobre el diagnéstico, prondéstico y
terapia de los pacientes afectados, siendo un indicador en
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|os pacientes de alto riesgo de la conveniencia de usar tera-
pias adyuvantes mas agresivas.

Palabras clave: p53, carcinoma escamoso de cabeza y
cuello, papillomavirus humano, mutacion.

INTRODUCCION

Recientemente ha habido importantes contribuciones a la
comprensién de los mecanismos tumorigénicos y los oncoge-
nes han atraido considerable atencion. No ha sido hasta fina-
les de la década de los ochenta cuando se han puesto en evi-
dencialos genes supresores de tumores'y en un corto periodo
de tiempo han adquirido considerable importancia. Estos
genes codifican proteinas que causan disfunciones en la fun-
cion normal del ciclo celular, lo cual conduce a desarrollo de
neoplasias. El motivo de esta revision es € andlisis de las
principales aplicaciones clinicas del andlisis de uno de estos
genes supresores tumorales, p53, en relacion con la naturale-
za especifica del CECC.

P53 EN RELACION CON EL CARCINOMA
ESCAMOSO DE CABEZA'Y CUELLO (CECC)

L os genes supresores tumoral es estan implicados en diver-
sos procesos de division celular: laregulacion de laexpresion
génica, control del ciclo celular, programacién de la muerte
celular y estabilidad del genoma. La pérdida de actividad de
estos genes provoca la incapacidad de respuesta a los meca
nismos de control que regulan la division celular; de modo
gue se produce una proliferacion mas o menos incontrolada
de la célula lo cual conduce, en ocasiones, a desarrollo de
neoplasias y a la evolucion de las mismas hacia procesos
tumorales més agresivos (1).

El gen p53 es uno de los genes supresores tumorales més
representativos. Este gen tiene mdltiples funciones ya que
aparece implicado no sélo en € control del ciclo celular sino
también en la integridad del ADN y la supervivencia de las
células expuestas a agentes que dafian €l ADN. La alteracion
del gen p53 confiere un riesgo muy elevado de desarrollar
cancer y lamutacién del mismo es uno de los cambios gené-
micos més frecuentes en el cancer humano (2).

El gen supresor de tumor p53 esta mutado en aproximada-
mente la mitad de casi todos |os tipos de canceres originados
en un amplio espectro de tgjidos (3). Las mutaciones de p53
se encuentran en todos los grandes grupos histopatogénicos
(4-8). LaFigural (9) muestralaincidenciade las mutaciones
de p53 en los distintos canceres humanos entre los que se
encuentrael carcinomaescamoso de cabezay cuello (CECC).

Este tipo de cancer muestra una alta incidencia de altera-
ciones en € gen supresor tumoral p53, de modo que su pér-
dida de funcionalidad juega un papel importante en la pato-
génesis y progresion del mismo (10). La sobrexpresion de
proteina p53 mutante ha sido estudiada por varios autores
(11-15) que detectaron inmunopositividad de la proteina p53
en un rango de 27-35% de las lesiones premalignas y de un



Medicina Oral 2002; 7: 108-20

P53 EN EL CECC/
P53 IN SCCHN

60

50 m

40+ ]

Porcentaje/ Percertanje
- N w
< 2 2
2082 )

T T T T
2 QO ® O 9 0 Q@
c o v Z & % o
3 %5 %% % %% e
T =2 B B % L 39 )
Z Q% 3% & % S 2
- o = O % = < S ® & >
T T W Z & Q) S =2 ® 3 A e 9
= 2 3 3 3 3 22 ¢ B % 2 2%
@ 2 2 0, 3 5 o 5 %
B > 2 = ¥ B B3 - 2
2 S T . 2 % X
B3 T 2 B
> w > =X <
= =
o =] =]
[ = =
> > )
=3 2 0,
> < ()
2N = E
~ =X >

Tipo de cancer/Type cancer

Fig. 1.

Incidencia de mutaciones de p53 en canceres humanos segiin los
datos de Greenblatt et al. (1994) (9). En este estudio se evalud la
mutacion de p53 con técnicas basadas en PCR. El screening es de
los exones 5-8 de p53.

Incidence of the mutations in p53 gene in each type of human cancer (9).

33-100% de carcinomas escamosos de cabeza y cuello. El
incremento en la expresion de p53 observado en estadios tem-
pranos de CECC indica que lainactivacion de p53 estaimpli-
cada en la tumorigénesis de este tipo de carcinomas.

Las mutaciones del gen p53 han sido detectadas en 15-27%
de lesiones orales premalignas con displasia (14, 16). Estos
hallazgos sustentan la idea de que la mutacion en p53 es un
suceso temprano en la carcinogénesis oral. Mas de la mitad de
los carcinomas CECC tienen mutaciones en € gen p53 (9) lo
cual indica que lamucosa ora es una de las dianas mas comu-
nes de mutacion en p53 y que la disrupcién de la funciéon nor-
mal de este gen es unaetapaesencia en estetipo de carcinomas.

Los CECC presentan un amplio espectro de mutaciones
del gen p53, bien sea por causas enddgenas o debidas a car-
cinbgenos exégenos, como € humo del tabaco y € acohoal,
gue dan lugar a una proteina p53 mutante no funcional inca-
paz de gercer como supresor tumoral, o bien generan una
proteina truncada o degenerada que se degrada prematura-
mente. Tanto las mutaciones endégenas como las exdgenas
generan cambios especificos de determinadas bases en la
secuencia de p53, de modo que el espectro de mutaciones de
p53 en CECC puede proporcionar informacion sobre la causa
especifica de aparicién del tumor (17).

La etiopatogenia del CECC es en general multifactorial y
junto a tabaco y e alcohal, ciertos tipos de virus del papilo-
ma humano (PVH16 y 18) también participan en el desarro-
Ilo de este tipo de cancer (18).

Dos aspectos que caracterizan al CECC son su capacidad
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derecurrenciay su naturaleza multifocal. Larecurrencialocal
es la causa mas coman de fallecimiento tras la reseccion del
carcinoma, y los CECC recurrentes producen una alta morbi-
lidad teniendo en cuentalos efectos que causan en €l hablay
en la deglucién. A pesar de que € estudio histoldgico mues-
tre que los margenes quirdrgicos quedan libres de células
tumorales, esto no permite asegurar la no recurrencia del
tumor. La presencia de alteraciones de p53 en el tejido adya-
cente a tumoral ha demostrado ser un buen marcador pro-
nostico de recurrencia (19). Esto se debe a que las alteracio-
nes moleculares son previas a las que se pueden observar
histopatol 6gicamente en €l tgjido.

CARACTERIZACION Y ALTERACIONES DE P53

El gen p53 esta localizado en el brazo corto del cromoso-
ma 17, banda 13 (17p13.1), tiene aproximadamente 20 kb y
consta de 11 exones, siendo & primero no codificante y colo-
cado a 8-10 kb de los exones 2-11 (20). Este gen produce un
transcrito de ARNm de 2,8 kb cuyo resultado es una proteina
de 53 kD que tiene 393 aminoéacidos. La estructura del gen
p53y de la proteina se muestran en la Figura 2.

El 90% de las mutaciones se han localizado en |os exones
5-8 del gen; aproximadamente un 20-30% de estas mutacio-
nes se producen en los 5 codones hot-spot (175, 245, 248, 249
y 273) que se encuentran en estos exones. Otras alteraciones
de p53 son delecciones, inserciones, mutaciones en los luga
res de splicing y pérdidas de heterocigosidad (LOH).

El mecanismo més comin de pérdida de funcionalidad de
p53 eslamutacion puntual de uno delosaelosy delecion del
otro (21). En este sentido cabe destacar que algunas mutacio-
nes de p53 son dominantes (22), 1o cual constituye una excep-
cion alanorma que establece que |os genes supresores mani-
fiesten su accion cancerigena solo si se produce una altera-
cion de ambas copias del gen. Un solo mondmero proteico
defectuoso procedente de la mutacion de uno de los dos ale-
los del gen p53 es suficiente para provocar la inactivacion
total delaproteinatetramérica. Cuando |os monémeros muta-
dos forman complgjos con los monémeros normales se forma
una proteina p53 mutante cuya vida media se alarga sensible-
mente (23).

Las mutaciones de p53 no son idénticas en cuanto a la
manera en que afectan ala actividad y estructura de la prote-
ina (24). Existen dos clases de mutantes de p53: mutantes de
contacto que afectan a la union especifica de la proteina p53
al ADN y mutantes conformacional es que impiden quelapro-
teina p53 adquiera su conformacion activa.

DIAGNOSTICO DE LASALTERACIONES DE P53

La ata incidencia de mutaciones de p53 en los canceres
humanos y las numerosas sugerencias (3, 25, 26) de varios
investigadores sobre las consecuencias tanto diagnosticas
como prondsticas de las mutaciones de p53, sefialan laimpor-
tancia de la optimizacion de los métodos para el diagnostico
de p53.
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Inmunohistoquimia

Inmunochistoquimicamente, el diagndstico de las alteracio-
nes de p53 se basa en la deteccion de las proteinas p53 mutan-
tes que tienen una vida media mucho més larga que la proteina
de tipo savaje (4). La determinacién inmunohistoquimica es
posible mediante la deteccion de laacumul acion de p53 mutan-
te principalmente en el nicleo celular, aunque también existen
estudios que han documentado expresién citoplasmética de
proteina p53 (27-29). En condiciones normales la proteina p53
se encuentra principalmente en e citoplasma, donde puede
asociarse a ribosomas participando en € control de latrando-
cacion proteica (30). La sobrexpresion de p53 observada en
citoplasma celular ha sido interpretada de forma diversa: @)
Errores en la técnica de inmunohistoquimia: reactividad cruza
da (31, 32) o marcgje artefactua (33); b) Escape de la proteina
p53 del nicleo (34); ¢) Determinadas conformaciones mutan-
tes de p53 no son reconocidas por 10s mecanismos que se
encargan del transporte de la proteinap53 a nicleo y la prote-
inase acumulaen d citoplasma (35), de hecho la conformacion
gue adoptala proteina p53 parece ser € mayor determinante de
su localizacion subcelular (36); d) Union a determinadas pro-
teinas que estabilizan p53 en € citoplasma, por gemplo, algu-
nos mutantes de p53 se unen a proteinas de choque térmico
(37). El complgjo formado por p53 y HSP70 es uno de los
mecanismos de estabilizacion de la proteina p53 (38).

En los casos en los que la sobrexpresion de p53 es detec-
tada en el citoplasma la interpretacion es muy subjetiva y
deberia ser complementada con el andlisis genético de p53
para confirmar la existencia de proteina p53 mutante.

Ladeteccion de p53 en d nlicleo celular es debidaaunaacu-
mulacién de proteina mutante pero ocasionalmente, lostumores
p53 histoquimicamente positivos no portan mutaciones (26,
39). Estos fal sos positivos pueden deberse ala estabilizacion de
p53 d enlazarse a proteinas celulares como mdm2 (40, 41) o a
la deteccion de cantidades fisiolégicas de proteina p53 normal
derivadas de una sobrerregulacién como respuesta adafios en el
ADN producidos por radiacién u otros agentes (42-44).

El andlisis inmunohistoquimico también puede dar lugar a
falsos negativos ya que determinados tipos de mutaciones
tales como, |as de desfase de lectura (frameshift), terminacién
de cadena (codones stop) o las que afectan a correcto spli-
cing del mRNA resultan en una proteina ausente o inestable
inmunohistoquimicamente indetectable. Estos cambios en el
gen p53 congtituyen aproximadamente el 20% de las muta
ciones de p53 descritas en tumores humanos (5).

La concordancia entre mutacion en el gen p53 'y laacumu-
lacion de la proteina codificada no es perfecta, aunque la
inmunorreactividad es un indicador aproximado de los tumo-
res con funcion p53 alterada (3).

L a deteccion inmunohistoquimica de un determinado anti-
geno, como puede ser p53, depende de muchas variables:
niveles de antigeno, afinidad del anticuerpo, duracién de la
incubacion, sensibilidad en la deteccion y lafijacion. El anti-
cuerpo debe ser o més especifico posible y carecer de reacti-
vidad cruzada con otras proteinas celulares. Numerosos anti-
cuerpos monoclonales que reconocen un epitope generalmen-
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te compartido por la proteina p53 normal y mutante han sido
comercializados, aunque sus sensibilidades son variables y
han sido estudiadas por varios autores (45-49).

Se han observado diferentes patrones de sobrexpresién de
p53 (47) ya que algunos tumores muestran inmunopositividad
en la mayoria de las células con una tincion muy intensa pero
otros tumores muestran niveles de expresion de p53 variablesy
Unicamente algunas céulas tefiidas. En e primer caso se puede
confirmar lapresenciade proteina p53 mutante, sin embargo, en
€l segundo lainterpretacion es muy subjetiva teniendo en cuen-
ta que la proteina p53 normal puede acumularse en células bgjo
ciertas condiciones y por otra parte la heterogeneidad intratu-
moral puede generar estos resultados ambiguos (48).

En conclusion, el estudio inmunohistoquimico no puede
detectar todas las ateraciones de p53 en los tumores y es
poco sensible en lesiones precancerosas, por tanto seria reco-
mendable complementar €l andlisis inmunohistoquimico con
el andlisis genético con € fin de aumentar la sensibilidad y
especificidad de deteccion de p53 alterada.

Andlisis genético

Las ateraciones genéticas que surgen durante la carcino-
génesis pueden ser de utilidad para la deteccion de células
tumorales en muestras clinicasy su andlisistienelaventajade
basarse en el material genético. EIl ADN es un sustrato ideal
para el diagndstico molecular porque es resistente a las con-
diciones adversas experimentadas por muchos especimenes
clinicos, ademés, la cantidad de material de partida necesario
es muy reducida gracias a la posibilidad de ser amplificado
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (50).

El procedimiento més habitua para € andlisis genético de
p53 consiste en la extraccion del ADN, amplificacion de los
exones 4-8 del gen, donde se acumulan la mayoriade las muta-
ciones, y ladeteccion de las mismas mediante la técnica SSCP
(Sngle Sranded Confomational Polymorphism). La técnica
SSCP se basa en € principio de que las hebras de ADN, bajo
condiciones no desnaturali zantes, asumen conformaciones Uni-
cas que varian seguin las secuencias de sus nucledtidos. El cam-
bio de una sola base puede causar un cambio conformacional
en la molécula de ADN (51). Cuando se detecta una posible
mutacion se realiza € subsecuente andlisis de secuencia para
confirmarlay determinar € cambio de bases exacto asi como
su posicién en e gen. Existen evidencias de que no todas las
mutaciones de p53 pueden detectarse por SSCP.

La concordancia de resultados entre secuenciacion del
ADN y técnicas inmunohistoguimicas de deteccion de p53 es
aproximadamente del 90% (51). Por tanto, el uso combinado
de ambas técnicas es el método mas fiable para €l estudio de
las mutaciones de p53.

Recientemente se ha desarrollado un andlisis rapido de las
mutaciones en |la secuencia del gen p53 mediante la utiliza-
cion de “arrays’ de sondas oligonucleotidicas (52, 53). El
“array” contiene sondas oligonucleotidicas de la secuencia
de p53 normal y de las secuencias mutantes mas frecuentes
del gen p53 (chip de p53) que hibridan o no con la secuencia
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de p53 del ADN tumoral segln esté o no mutado. Latécnica
de los chips de p53 presenta las siguientes ventajas respecto a
la secuenciacion: es més répida, més sensible en la deteccion
de mutaciones y permite el andlisis de una gran cantidad de
muestras clinicas en un Unico experimento (54).

Andlisis de papilomavir us oncogénicos

L as mutaciones no son |os Uinicos mecani smos que pueden
hacer perder la funcion normal de la proteina p53. La onco-
proteina E6 sintetizada por |os papilomavirus humanos aso-
ciados a tumor (PVH-16 y PVH-18) se enlaza a la proteina
p53 e induce su degradacion via ubiquitina (55). Esto es espe-
cialmente importante en el carcinoma escamoso de cabeza 'y
cuello (CECC) cuyas superficies mucosas estédn expuestas a
PVH (18). Ladeteccion de PVH en muestras clinicas se basa
en un método PCR con una panel de “primers’ oligonucl eo-
tidicos localizados en la region altamente conservada L1 del
genoma de PVH y posterior tipgje del oncovirus mediante
hibridacion especifica 0 secuenciacion (56).

El gen p53 es polimérfico en e codon 72 del exdn 4,
pudiendo codificar un residuo de prolina o de arginina en
dichaposicion. Storey et al. (57) demostraron que €l fenotipo
p53 arginina es mas susceptible ala degradacion por la onco-
proteina E6 de PVH que € fenctipo prolina. Por tanto, los
individuos con el fenotipo argininatienen un factor de riesgo
afadido en el desarrollo de canceres asociados a PVH. El
polimorfismo prolina/arginina de los tumores puede ser
detectado usando un andlisis de PCR que detecta especifica
mente el genotipo del codon 72 en el exén 4 del gen p53.

Otro virus que esta relacionado con €l CECC es €l virus
Epstein-Barr que codificala proteina EBNA-5 capaz de indu-
cir la degradacién de p53 (58).

El gen del antigeno T del virus SV40y el E1B de los ade-
novirus codifican proteinas capaces de unirse a la proteina
p53 (59) causando la pérdida de actividad de la misma (60)
pero no ha sido descrito el mecanismo por el cua se produce
esta inactivacion, como sucede con la oncoproteina E6 de los
HPV (61). Por otra parte, no se ha establecido ninguna rela-
cion entre estos virus y el carcinoma escamoso de cabeza y
cuello y ademas no se ha demostrado que SV 40 sea un onco-
virus humano (62, 63).

APLICACIONESCLINICASDEL DIAGNOSTICO
DE LASALTERACIONESDE P53

Deteccion precoz y derecurrencia

Actualmente, €l conocimiento sobre |as ateraciones gené-
ticas que potencian la iniciacién del cancer puede facilitar la
deteccidn precoz de los tumores primarios y de las posibles
recurrencias lo cual puede determinar € éxito en su trata-
miento.

La cirugia contintia siendo € tratamiento mas eficaz para
la mayoria de los tumores primarios en € CECC, pero a
menudo, las células tumorales se extienden mas ala de los
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margenes quirdrgicos y pueden evadir la deteccion microsco-
pica (50). Se ha realizado un estudio donde se usaron muta-
ciones especificas de p53 paraidentificar las células infiltran-
tes de tumores escamosos de cabezay cuello en los mérgenes
quirtrgicos tras la extirpacién de los bordes (64).
Aproximadamente el 50% de los pacientes mostro células
tumorales portadoras de la misma mutacion que el tumor pri-
mario en margenes aparentemente libres de tumor o nédulos
linféticos. Pese al tratamiento con radioterapia, mas de un ter-
cio de los pacientes recidivo, desarrollando a menudo nuevos
tumores adyacentes a/o dentro del &rea identificada como
positiva por €l andlisis molecular.

Gainly et al., (65) analizaron las ateraciones del gen p53
y lainfeccion por PVH en 22 tumores recurrentes de pacien-
tes tratados con radioterapia y/o cirugia encontrando una alta
incidencia de mutaciones de p53 en los CECC recurrentes
(68%) y una infeccién por PVH de un 38% de modo que la
mutacion de p53 y lainfeccion por PVH no son mecanismos
excluyentes de inactivacién de p53. Los tumores CECC recu-
rrentes presentaban un alto indice de inactivacion de p53 aun-
gue cabe la posibilidad de que sea el tratamiento con radio-
terapia el inductor de estas mutaciones ya que la radiacion es
un potente agente capaz de dafiar el ADN.

Por otro lado, en este tipo de cancer es especia mente difi-
cil identificar el tumor CECC primario cuando un paciente
slo presenta un nédulo linfatico metastético. Los andlisis
moleculares han demostrado ser de utilidad incluso en los
casos en que las biopsias al azar de la cavidad ora e hipofa
ringe no revelaron el foco maligno primario (66). En estudios
preliminares se observo que en 6 de 10 pacientes con CECC,
al menos una de | as biopsias orales tenialos mismos cambios
genéticos que habian sido identificados en las metastasis. En
dos de los casos el tumor primario se reprodujo en los luga
res anatdmicamente predichos por € andlisis molecular.

Recientemente se estan realizando andlisis moleculares en
sdliva para detectar células tumorales en pacientes con CECC
(67). Este estudio ha demostrado que el andlisis molecular de
las células escamosas desprendidas de la mucosa ora puede
ser un método de deteccion fiable y poco agresivo para
pacientes con riesgo de desarrollar un primer CECC, pacien-
tes con lesiones premalignas (leucoplasias) y para €l segui-
miento de pacientes con riesgo de desarrollar un segundo pri-
mario 0 unarecurrencia

Prondstico

Boyle et al., (68) estudiaron la correlacion entre las mutacio-
nes de p53y laprogresion del cancer de cabezay cuelloy con-
cluyeron que la incidencia de mutaciones p53 en lesiones no
invasivas eradd 19% (7/37) y se incrementa a 43% (28/42) en
carcinomas invasivos. Estos datos sugieren que las mutaciones
p53 pueden preceder a la invasion en € cancer primario de
cabeza y cudlo, ocurren en agunas lesiones tempranas y se
incrementan en relacion con lainvasividad, de maneraque esla
acumulacién, y no necesariamente e orden de |os errores gené-
ticos |o que determina la progresién del cancer.
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Fig. 2.
Estructura del gen p53 y de la proteina p53.

Estructure of the p53 gene and protein.

El estudio de la evolucion tanto de las lesiones premalig-
nas como de los CECC en relacién con la ateracion de p53,
con €l fin de evaluar su capacidad como marcador prondstico,
ha sido abordado por varios autores con diferentes resultados.
Los estudios de sobrexpresién de p53 en CECC realizados
por Girod et al., (69) y Chiang et al., (70) muestran la corre-
lacién entre la sobrexpresion de p53 y un menor indice de
supervivencia en este tipo de carcinomas. Yao et al., (71)
observaron que la expresion de proteina p53 mutante estaba
relacionada con la mayor agresividad de los CECC estudia-
dos. Koch et al., (72) llevaron a cabo un estudio genético de
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p53 en pacientes CECC tratados y observaron unafuerte rela-
cion entre las mutaciones en p53 y la recurrencia locorregio-
nal del tumor que disminuia la supervivencia del paciente.
Lee et al., (73) estudiaron € valor predictivo de varios mar-
cadores histopatol égicos y biol 6gicos en relacion con € desa-
rrollo de leucoplasias orales a carcinomas, |legando a la con-
clusién de que la combinacién de la expresion de p53 junto
con otros marcadores era capaz de predecir e desarrollo hacia
carcinomade lamayoria de las leucoplasias. En cambio otros
estudios (74) concluyen que ni la estabilizacion de p53 detec-
tada por inmunohistoquimia ni el andlisis genético de las
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mutaciones de p53 permiten predecir €l desarrollo de unaleu-
coplasia.

El principal problema que afectaal pronostico y tratamien-
to de los pacientes de CECC es la presencia de mdltiples
tumores primarios, secundariosy recurrentes. Neeset al., (75)
estudiaron la sobrexpresion y mutacion de p53 en tumores dis-
tantes del epitelio de pacientes con CECC. Estos andlisis de
biopsias de tumores distantes mostraron una topografia mar-
cadamente discontinua 'y multifocal de las células que expre-
saban p53 aberrante, tanto en estudios inmunohistoquimicos
como genéticos (SSCPs y secuenciacion del ADN), y por
tanto, muy indicativos de un proceso multifocal y policlonal.
Este concepto fue bien confirmado por la presencia de muta-
ciones de p53 diferentes en tumores primarios y secundarios
(76). Estos hallazgos sustentan el concepto de “cancerizacion
de campo” donde pueden surgir multiples tumores indepen-
dientemente en un area sometida a factores carcinogénicos
comunes. Por tanto, la presencia de mutaciones de p53 en los
tgjidos que rodean al tumor, y en consecuencia la identifica
cién de pacientes con ato riesgo de desarrollar tumores adi-
cionales, mejorara el prondstico de estos pacientes.

Por otra parte, la determinacion del estatus ganglionar es
critica para estimar €l estadio preciso de los tumores y para
tomar decisiones referentes a su tratamiento. Los marcadores
moleculares son de utilidad para el seguimiento de la migra-
cién delas células tumorales localmente o en la corriente san-
guinea. A la vista de que los primeros estudios demostraron
gue los pacientes de cancer tienen grandes cantidades de
ADN circulante en suero o plasma (77, 78), las muestras san-
guineas también fueron analizadas. En € 29% de 21 pacien-
tes con CECC se detectd ADN tumoral en el suero o plasma
(79); los pacientes positivos tenian tumores mayores y con
peor prondstico.

Terapia
Seleccidn de la terapia en funcién del diagndstico de p53

El uso potencia del andlisisinmunohistoquimico y genéti-
CO es importante para la toma de decisiones de tratamiento.
Laacumulacion de la proteina p53 ha demostrado ser un mar-
cador independiente de una reducida supervivencia en los
pacientes; de modo que en estos casos seria adecuado €l uso
de unaterapia més agresiva (80).

En los CECC laresistenciaa tratamiento con quimiotera-
pia parece estar relacionado con la pérdida de funcionalidad
de p53 (81). La proteina p53 mutante es incapaz de inducir
apoptosis celular por agentes citotdxicos. El uso de la qui-
mioterapia, cisplatino y fluorouracilo, es frecuente en este
tipo de carcinomas para acentuar la respuesta del tumor antes
de la cirugia o radioterapia. Temam et al, 2000 (82) estudia-
ron como la inactivacién de p53 puede predecir la respuesta
del tumor alainduccion de la quimioterapia en pacientes con
CECC y encontraron gque las mutaciones en el gen p53 estan
estrechamente relacionadas con una escasa respuesta ala qui-
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mioterapia. Ademés, las mutaciones de contacto de p53 pro-
ducen una peor respuesta al platino y el fluorouracilo y por
tanto un peor prondstico del paciente. También la radiosensi-
bilidad de un tumor esta asociada a la existencia de un gen
supresor tumoral p53 intacto, mientras que la radiorresisten-
cia se asocia a una pérdida de funcion del gen p53 (83).

Nuevas terapias basadas en p53

Si la proteina p53 normal es capaz de parar €l crecimiento
delas c8ulastumorales, el uso de laterapiagénicaparaintro-
ducir el gen p53 sano dentro de los tumores podria tener un
efecto potencialmente terapéutico. De hecho se ha observado
que la tranfeccion del gen p53 salvaje puede inhibir no sdlo
el crecimiento de las células tumorales sino el propio poten-
cial tumorigénico de la célula en una gran variedad de lineas
celulares cancerosas que presentaban cambios genéticosrela-
cionados con la carcinogénesis (84-86).

Las terapias utilizadas hasta ahora en €l carcinoma esca-
moso de cabezay cuello a menudo causan gran morbilidad y
no han conseguido un aumento significativo de la supervi-
vencia de los pacientes en los Ultimos 30 afios. Sin embargo,
estudios preclinicos han demostrado que un vector adenoviral
con un inserto del gen p53 salvaje (Ad-p53) es capaz deindu-
cir apoptosis en células cancerigenas ademas de una dismi-
nucion de la proliferacion celular sin afectar en ningin modo
alas células normales (87-89). Se ha confirmado que Ad-p53
reduce € crecimiento tumoral en modelos xenografos de
CECC y otros tipos de tumores (90). Por otro lado, €l vector
Ad-p53 es capaz de potenciar las terapias tradicionales, es
decir, laradioterapiay la quimioterapia (91-93).

La mejora en un futuro de la terapia génica incluye su
combinacién terapéutica con agentes citotoxicos y/o radia
cion como sugiere el aumento del efecto antitumoral que pro-
ducen tratamientos combinados en model os preclinicos.

Por otro lado, actualmente se estan desarrollando drogas
gue bloquean la division de las células cancerosas imitando el
efecto inhibidor que produce la proteina p53 en el ciclo celu-
lar a actuar como un supresor tumoral (94). Asi, la restaura-
cion de las funciones del gen p53 sano parece ser una via
esperanzadora en cuanto a la terapia génica del cancer, pero
estas opciones terapéuticas estédn ain en estudio y solo €
tiempo permitira saber si tienen aplicacién clinica.

CONCLUSION

La nueva biologia molecular y genética ha revolucionado
nuestro conocimiento de lainiciacién y progresion del cancer
humano. La identificacion de estos cambios genéticos ha pro-
porcionado un conjunto de marcadores moleculares y test que
pueden redefinir los criterios para @ diagnéstico del cancer y
abrir nuevas posibilidades para su deteccidon precoz. De este
modo, €l andlisis de las ateraciones de p53 en CECC propor-
cionaunaimportante informacién sobre €l diagndstico, pronés
tico y terapia de los pacientes afectados por esta enfermedad.
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Clinical applicationsof the
diagnogis of pb3 alterationsin
squamous cell carcinoma of the

head and neck

SUMMARY

Alteration of the p53 tumor suppressor gene implies an
extremely high risk of developing malignancy, and mutation
of the gene is one of the most frequent genetic changes found
in human cancer. Sqguamous cell carcinoma of the head and
neck (SCCHN) shows a high incidence of p53 tumor suppres-
sor gene alterations; the latter therefore appears to play an
important role in the pathogenesis and progression of such
neoplasms. The loss of p53 protein activity may be due to
many p53 gene mutations or to the action of certain viruses
that infect the oral cavity. Local recurrence is the most com-
mon cause of mortality after SCCHN surgery; in this sense,
p53 gene mutations have been observed in tissue adjacent to
the tumor, and constitute a good prognostic marker of tumor
recurrence. The analysis of p53 tumor suppressor gene alte-
rationsin SCCHN affords important information on the diag-
nosis, prognosis and treatment of affected patients — such
alterations representing an indicator in high risk patients of
the convenience of applying more aggressive adjuvant thera-
pies.

Key words: p53, squamous cell carcinoma of the head and
neck, human papillomavirus (HPV), mutation.

INTRODUCTION

In recent years there have been important advances in our
under standing of the mechanisms underlying the devel opment
of tumors, and in this sense considerable attention has focu-
sed on the role played by oncogenes. It was not until the late
eighties when the existence of tumor suppressor genes was
established, and in a short period of time these genes have
grown considerably in importance. In this sense, altered
tumor suppressor genes are known to encode for proteins that
cause dysfunctions in the normal cell cycle, thereby leading
to the development of neoplasms. The present review analyzes
the main clinical applications of one such tumor suppressor
gene (p53), in relation to squamous cell carcinoma of the
head and neck (SCCHN).

P53 IN RELATION TO SCCHN

Tumor suppressor genes are implicated in different cell
division processes, including the regulation of gene expres-
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sion, control of the cell cycle, the programming of cell death
and stability of the genome. The loss of activity of these genes
leads to dysfunction of the mechanisms controlling cell divi-
sion, with the induction or more or less uncontrolled cellular
proliferation, which in some cases |eads to the devel opment of
neoplasms and the evolution towards more aggressive tumor
processes (1).

The p53 gene is one of the most representative tumor sup-
pressor genes. It possesses multiple functions, since it appe-
ars to be implicated not only in control of the cell cycle but
also in DNA integrity and the survival of cells exposed to
DNA-damaging agents. Alterations in the p53 gene imply a
very high risk of developing cancer, and its mutation consti-
tutes one of the most frequently identified genomic changesin
human cancer (2).

The p53 tumor suppressor gene is found to have mutated
in about half of almost all types of tumors arising in a wide
range of tissues (3). In effect, p53 mutations are found in all
the major histopathogenic groups (4-8). Figure 1 shows the
incidence of p53 mutations in different human cancers, inclu-
ding SCCHN (9).

SCCHN shows a high incidence of p53 suppressor gene
alterations; consequently, the loss of p53 functionality plays
an important role in the pathogenesis and progression of
these malignancies (10). The overexpression of mutant p53
protein has been studied by a number of authors (11-15), who
have detected p53 protein immunopositivity in 27-35% of pre-
malignant lesions and in 33-100% of SCCHN. The increased
p53 expression detected in early-stage SCCHN indicates that
p53 gene inactivation is implicated in the genesis of these
carcinomas.

P53 gene mutations have been detected in 15-27% of all
premalignant oral lesions exhibiting dysplasia (14,16). These
findings support the idea that p53 mutation is an early event
in oral carcinogenesis. Over half of all SCCHN exhibit p53
gene mutations (9) —indicating that the oral mucosa is one of
the most common targets of such mutations, and that disrup-
tion of the normal function of this gene is an essential step in
the development of such carcinomas.

SCCHN show a broad spectrum of p53 mutations, resul-
ting from the action of endogenous factors or exogenous car-
cinogenic influences such as tobacco smoke and alcohal,
which yield a mutant, non-functional p53 protein unable to
act as a tumor suppressor, or alternatively generating a trun-
cated or altered protein that quickly degenerates. Both endo-
genous and exogenous p53 mutations in SCCHN can provide
information on the specific cause underlying development of
the tumor (17).

The pathogenesis of SCCHN is generally multifactorial, and
in addition to tobacco and alcohol, certain viruses such as
human papillomaviruses (HPV types 16 and 18) are also known
to play a role in the development of this type of cancer (18).

Two important characteristics of SCCHN are its capacity
to recur and its multifocal nature. In effect, local recurrence
is the most common cause of mortality after surgical resec-
tion of the carcinoma, and recurrent SCCHN produce great
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morbidity due to their effects upon speech and swallowing.
Furthermore, although the histological study of the surgical
piece may show the resection margins to be free of malignant
cells, recurrence cannot be ruled out. The detection of p53
alterations in the apparently healthy tissue adjacent to the
tumor has been shown to be a good prognostic marker of
recurrence (19). This is because alterations at molecular
level characteristically precede histologically identifiable
changes at tissue level.

CHARACTERIZATION AND ALTERATIONS OF P53

The p53 gene is located on the short arm of chromosome
17, band 13 (17p13.1), and consists of about 20 kbp, with 11
exons — the first being non-codifying and located at a distan-
ce of 8-10 kbp from exons 2-11 (20). The transcription of this
geneyields a 2.8 kbp messenger RNA (mRNA) that ultimately
leads to the synthesis of a 53 kDa protein composed of 393
amino acids. The structure of the p53 gene and its protein are
shown in Figure 2.

Ninety percent of the mutations of the gene have been loca-
ted in exons 5-8, while approximately 20-30% of these muta-
tions occur in the five so-called “ hot-spot” codons (175, 245,
248, 249 and 273) that are found in these exons. Other p53
gene alterations comprise deletions, insertions, mutations at
the splicing sites, and loss of heterozygosis (LOH).

The most common mechanism underlying the loss of p53
functionality is a point mutation of one allele, with deletion of
the other (21). In this sense, it should be pointed out that some
p53 mutations are dominant (22) — this congtituting an excep-
tion to the rule whereby suppressor genes manifest carcinoge-
nic action only if both copies of the gene are altered. A single
defective protein monomer arising from the mutation of one of
the two p53 alleles suffices to totally inactivate the correspon-
ding tetrameric protein product. When the mutant monomers
form complexes with the normal monomers, a mutant p53 pro-
tein results with a considerably prolonged half-life (23).

P53 mutations are not identical regarding the way in
which they affect the activity and structure of the protein (24).
There are two classes of p53 mutants: contact mutants that
affect specific binding of p53 protein to DNA, and conforma-
tional mutants that prevent the p53 protein from acquiring its
active conformation.

DIAGNOSIS OF P53 ALTERATIONS

The high incidence of p53 mutations in human cancers,
and the many suggestions made by different investigators
(3,25,26) regarding the diagnostic as well as prognostic con-
seguences of such mutations attest to the importance optimi-
zing the diagnosis of p53 alterations.

I mmunohistochemistry

Immunohistochemically, the diagnosis of p53 alterations
is based on the detection of mutant p53 proteins with a much
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longer half-life than the wild variant of the protein (4).
Immunohistochemical diagnosis is possible by detecting the
accumulation of mutant p53 mainly in the cell nucleus,
though some studies have also documented cytoplasmic
expression of p53 protein (27-29). Under normal conditions,
p53 protein is found mainly in the cytoplasm, where it can
combine with ribosomes to participate in the control of pro-
tein translocation (30). P53 overexpression within the cyto-
plasm has been interpreted in different ways. (a) As an
immunohistochemical technical error (crossed reactivity
(31,32) or artifactual labeling (33)); (b) Asthe escape of p53
protein from the nucleus (34); (c) As a phenomenon whereby
certain mutant p53 conformations are not recognized by the
mechanismsin charge of p53 protein transport to the nucleus
— thus resulting in protein accumulation within the cyto-
plasm (35). In fact, the structural conformation adopted by
p53 protein appears to be the main determinant factor in
deciding its subcellular location (36); and (d) As the binding
to certain proteins that stabilize p53 within the cytoplasm,
e.g., some p53 mutants bind to heat shock proteins (HSP)
(37). In this context, the complex formed by p53 and HSP70
is one of the established p53 stabilization mechanisms (38).

In those cases where p53 overexpression is detected in the
cytoplasm, the interpretation is highly subjective, and should
be complemented by p53 genetic analysisto confirmthe exis-
tence of mutant p53 protein. On the other hand, the detection
of p53in the cell nucleusis due to an accumulation of mutant
protein, though occasionally p53 histochemically positive
tumors do not present mutations (26,39). These false positive
results may be due to p53 stabilization upon binding to cell
proteins such as mdm?2 (40,41), or the detection of physiolo-
gical amounts of normal p53 protein derived from over-regu-
lation in response to DNA damage caused by radiation or
other agents (42-44).

Immunohistochemical analysis may also give rise to false
negative results, since certain alterations such as frameshift
or stop codon mutations, or mutations affecting correct
MRNA splicing, give rise to absent protein or unstable and
immunohi stochemically undetectable protein. These p53 gene
alterations account for approximately 20% of p53 mutations
in human tumors (5).

Concordance between gene p53 mutation and accumul a-
tion of the encoded protein is not perfect, though immuno-
reactivity affords an approximate indication of those
tumors with altered p53 function (3). The immunohistoche-
mical detection of a certain antigen (e.g., p53) depends on
many variables, including antigen levels, antibody affinity,
the duration of incubation, detection sensitivity and fixa-
tion. The antibody used should be as specific as possible
and should lack cross-reactivity with other cellular pro-
teins. Many antibodies that recognize an epitope generally
shared by the normal and mutant p53 protein have been
commercialized, though the corresponding sensitivities
vary (45-49).

Different p53 over-expression patterns have been descri-
bed (47), since some tumors exhibit immunopositivity in
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most cells, with very intense staining, while others show
variable p53 expression, with the staining of only some
cells. In the former case the presence of mutant p53 protein
can be confirmed, though in the latter interpretation is
highly subjective, taking into account that normal p53 pro-
tein can accumulate in cells under certain conditions, and
that intratumor heterogeneity can also generate such ambi-
guous results (48).

In conclusion, immunohistochemical studies cannot detect
all p53 alterations in tumors, and moreover offer limited sen-
sitivity in application to precancerous lesions. Consequently,
immunohistochemical study should be complemented by a
genetic analysis to increase the sensitivity and specificity of
altered p53 detection.

Genetic analysis

The genetic alterations that arise during carcinogenesis
may be useful for detecting tumor cells in clinical samples,
and their analysis has the advantage of being based on gene-
tic material. In this context, DNA is an ideal substrate for
molecular diagnosis, since it is resistant to the adverse con-
ditions to which many clinical specimens are exposed, and
moreover very little starting material isrequired thanks to the
amplification possibilities offered by polymerase chain reac-
tion (PCR) techniques (50).

The most common procedure for p53 genetic analysis con-
sists of DNA extraction, followed by amplification of p53 gene
exons 4-8 where most mutations are located, and their detec-
tion by the single-stranded conformational polymorphism
(SSCP) technique. This principle is based on the fact that
under non-denaturalizing conditions the DNA strands adopt
unigue conformations that vary according to their correspon-
ding nucleotide sequences. In this context, the change of a
single base can cause a conformation modification of the
DNA molecule (51). When a possible mutation is detected, the
corresponding sequence analysis is performed for confirma-
tion purposes and to determine the precise base changes and
their position within the gene. Evidence suggests that not all
p53 gene mutations can be detected by SSCP, however. On the
other hand, the concordance between DNA sequencing stu-
dies and immunohistochemical techniquesin detecting p53is
about 90% (51). Consequently, the combined use of both
techniques is the most reliable approach for investigating p53
gene mutations.

Recently, a rapid analysis of p53 gene sequence mutations
has been developed, based on the use of oligonucleotide
probe arrays (52,53). These array contain oligonucleotide
praobes of the normal p53 sequence and of the sequences of
the most frequent mutations of the p53 gene (p53 chip) that
either do or do not hybridize with the p53 sequence of tumor
DNA, depending on whether the latter is mutated or not. The
p53 chip technique offers a number of advantages over
sequencing: in effect, it is faster, more sensitive in detecting
mutations, and allows the analysis of a large number of clini-
cal samplesin a single experiment (54).
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Analysis of oncogenic papillomavirus

Mutations are not the only mechanism that can lead to the
loss of normal p53 protein function. Oncoprotein E6, synthe-
sized by human tumor-associated papillomaviruses (HPV
types 16 and 18), binds to protein p53 and induces its degra-
dation via ubiquitin action (55). This is particularly impor-
tant in SCCHN, where the mucosal surfaces are exposed to
HPV (18). The detection of HPV in clinical samplesis based
on a PCR method comprising a pandl of oligonuclectide pri-
mers located in the highly preserved L1 region of the HPV
genome, with posterior oncoviral typing by specific hybridi-
zation or sequencing (56).

The p53 gene is polymorphic in codon 74 of exon 4, and
can encode for either proline or arginine at that position.
Sorey et al. (57) showed the p53 arginine phenotype to be
more susceptible to degradation by HPV oncoprotein E6 than
the proline phenotype. Consequently, individuals with the
arginine phenotype have an added risk factor for the deve-
lopment of HPV-associated cancers. Proline/arginine poly-
mor phism of the tumors can be detected by PCR, which spe-
cifically identifies the genotype of codon 72 in exon 4 of the
p53 gene.

Another virus related to SCCHN is the Epstein-Barr virus
(EBV), which encodes for EBNA-5, a protein capable of indu-
cing p53 degradation (58). In turn, the T antigen gene of the
SV40virus, and E1B of the adenoviruses, encode for proteins
that can bind to p53 protein (59) and cause its inactivation
(60) — though the mechanism responsible for such inactiva-
tion has not been established asin the case of the HPV onco-
protein E6 (61). On the other hand, no relation has been defi-
ned between these viruses and SCCHN, and Sv40 has not
been shown to be a human oncovirus (62,63).

CLINICAL APPLICATIONS OF THE DIAGNOSIS
OF P53 ALTERATIONS

Early detection of recurrence

Current knowledge of the genetic alterations that promote
carcinogenesis may facilitate the early detection of primary
tumors and their possible recurrences — thereby deciding tre-
atment success. In this context, surgery remains the most
effective management approach for most primary SCCHN,
though the tumor cells often extend beyond the actual resec-
tion margins and can evade microscopic detection (50). A
study has been made using specific p53 mutations to identify
the infiltrating cells of SCCHN in the surgical margins follo-
wing resection (64). Approximately 50% of the patients stu-
died had tumor cells that carried the same mutation as the
primary tumor in apparently tumor-free margins or lymph
nodes. Despite treatment with radiotherapy, over one third of
cases recurred, often developing new tumors adjacent to or
within the area identified by molecular analysis as being
mutation-positive.

Recently, Gainly et al. (65) analyzed the p53 gene altera-
tions and HPV infections in 22 recurrent tumors of patients
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subjected to radiotherapy and/or surgery. They found a high
incidence of p53 mutations in the recurrent SCCHN (68%),
with HPV infection in 38% of cases. Consequently, p53 muta-
tion and HPV infection are not mutually excluding p53 inacti-
vation mechanisms. The recurrent SCCHN showed a high p53
inactivation index, though the possibility exists that radiot-
herapy may have induced such mutations, since it exerts a
marked DNA damaging effect.

On the other hand, in these malignanciesit is particularly
difficult to identify the primary SCCHN when a patient only
presents a metastatic lymph node. Molecular analyses have
shown their usefulness even in cases where random biopsies
of the oral cavity and hypopharynx fail to reveal the primary
malignancy (66). Preliminary studies have shown that in 6
out of 10 patients with SCCHN, at |least one of the oral biop-
sies exhibited the same genetic changes identified in the
metastases. In two cases the primary lesion recurred in the
anatomical locations predicted by molecular analysis.

Molecular analyses have recently been introduced in
application to saliva to detect tumor cells on patients with
SCCHN (67). This study showed molecular analysis of the
squamous cells shed from the oral mucosa to be a reliable
and noninvasive method for patients at risk of developing a
first SCCHN, patients with premalignant lesions (leukopla-
kia), and for the follow-up of individuals susceptible to deve-
loping a second primary lesion or recurrence.

Prognosis

In 1993, Boyle et al. (68) studied the correlation between
p53 mutation and the progression of head and neck cancer.
These authors found the incidence of p53 mutations in nonin-
vasive lesions to be 19% (7/37) — a figure that increased to
43% (28/42) in the case of invasive carcinomas. These data
suggest that p53 mutations may precede infiltration in pri-
mary cancer of the head and neck, developing in certain early
lesions and increasing their presence with invasiveness; as a
result, the accumulation of genetic errors - not necessarily
their order or sequence - may be the determining factor in
cancer progression.

The evolution of both premalignant lesions and SCCHN in
relation to p53 alteration with the aim of assessing its poten-
tial as a prognostic marker has been investigated by a num-
ber of authors, with different results. The SCCHN p53 over-
expression studies by Girod et al. in 1998 (69), and Chiang et
al. in 1999 (70), point to a correlation between p53 over-
expression and diminished patient survival in these carcino-
mas. Yao et al., in 1999 (71) in turn found mutant p53 expres-
sion to be related to increased aggressiveness of the SCCHN
studied. Koch et al. in 1996 (72) conducted a p53 genetic
study in patients with treated SCCHN, and reported a strong
association between p53 mutation and locoregional tumor
recurrence — which led to reduced patient survival. Lee et al.
in 2000 (73) investigated the predictive value of various his-
topathological and biological markersin relation to oral leu-
koplakia progression to carcinoma. They concluded that the
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combination of p53 expression and the presence of other mar-
kers is able to predict the progression to carcinoma of most
leukoplakias. In contrast, other studies (74) found that neit-
her the stabilization of immunohistochemically detected p53
nor the genetic analysis of p53 mutations allows prediction of
the evolution of leukoplakia.

The main problem facing the prognosis and treatment of
SCCHN is the presence of multiple primary, secondary and
recurrent lesions. Nees et al. in 1993 (75) investigated p53
over-expression and mutation in tumors distant from the epit-
helium among patients with SCCHN. These analyses of dis-
tant tumor biopsies revealed a markedly discontinuous and
multifocal topographic distribution of the cells expressing
aberrant p53, in both immunohistochemical and genetic stu-
dies (SSCP and DNA sequencing) — thus pointing to the exis-
tence of a multifocal and polyclonal process. This concept
was reinforced by the presence of different p53 mutations
detected in primary and secondary tumors (76). Such obser-
vations support the “field cancerization” concept whereby
multiple tumors can develop independently in a given area
exposed to common carcinogenic factors. Thus, the presence
of p53 mutations in the tissues surrounding the tumor, and
consequently the identification of patients at a high risk of
developing additional malignancies would contribute to
improve the prognosis.

On the other hand, the determination of lymph node status
is essential for precise tumor staging and for drawing con-
clusions regarding treatment. Molecular markers are useful
for following tumor cell migration locally or in the bloods-
tream. Considering that early research showed cancer
patients to have large amounts of circulating DNA in serum
or plasma (77,78), blood samples have also been investiga-
ted. Accordingly, in 29% of 21 patients with SCCHN, tumor
DNA was detected in serum or plasma (79), and positive
patients had larger tumors and a poorer prognosis.

Therapy

Selection of management according to p53 diagnosis

The potential application of immunohistochemical and
genetic analyses isimportant for deciding therapy. The accu-
mulation of p53 protein has been shown to congtitute an inde-
pendent indicator of reduced patient survival. In cases where
this marker is found to be positive, a more aggressive thera-
peutic approach would thus be indicated (80).

In SCCHN, resistance to chemotherapy seems to be rela-
ted to p53 functionality loss (81). The mutant p53 protein is
unable to induce cell apoptosis in response to cytotoxic
agents. The use of chemotherapy (cisplatin and fluorouracil)
is common in such carcinomas to accentuate tumor response
before surgery or radiotherapy. Temamet al. in 2000 (82) stu-
died the way in which p53 inactivation may predict tumor res-
ponse to chemotherapy induction on patients with SCCHN.
These authors found p53 gene mutations to be closely related
to poor response to chemotherapy. Moreover, p53 contact
mutationsyield a poorer response to platinum drugs and fluo-
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rouracil, and therefore a worse prognosis. Tumor radiosensi-
tivity is also associated with the existence of an intact p53
tumor suppressor gene, while radioresistance is associated
with a loss of p53 gene function (83).

New p53-based therapies

If normal p53 protein is able to arrest tumor cell growth,
the application of gene therapy to introduce healthy p53 gene
in tumors could have a potential therapeutic effect. In fact,
transfection of the wild p53 gene has been shown to inhibit
not only tumor cell growth but also the actual carcinogenic
potential of the cell in a large variety of cancer cell lines exhi-
biting genetic changes related to tumor genesis (84-86).

The therapies used to date in application to SCCHN often
produce great morbidity, with no significant improvement in
patient survival in the past 30 years. However, preclinical stu-
dies have shown that an adenoviral vector containing a wild
p53 gene insert (Ad-p53) is able to induce cancer cell apop-
tosis, thereby confirming that Ad-p53 reduces tumor growth
in xenograph models of SCCHN and other types of tumors
(90). On the other hand, the Ad-p53 vector is able to enhan-
ce traditional treatments, i.e., radio- and chemotherapy (91-
93).

The future devel opment of gene therapy includes its thera-
peutic combination with cytotoxic agents and/or radiation, as
suggested by the increased antitumor action of combined tre-
atment approaches in preclinical models.

On the other hand, drugs are currently being developed
that block cancer cell division, imitating the inhibitory action
of p53 protein upon the cell cycle by acting as tumor sup-

pressors (94). Thus, restoration of healthy p53 gene function
seems to be a promising approach in relation to the genetic
therapy of cancer - though these options are still in the rese-
arch stages, and only time will tell whether clinical applica-
tions can be found for them.

CONCLUSION

Recent developments in molecular biology and genetics
have had a dramatic effect upon our knowledge of the ini-
tiation and progression of human cancer. The identification of
the underlying genetic changes has yielded a series of mole-
cular markers and tests that may redefine our criteria for
cancer diagnosis and offer new perspectives for early detec-
tion. In this way, analysis of p53 alterations in squamous cell
carcinoma of the head and neck provides important informa-
tion relating to the diagnosis, prognosis and treatment of
affected patients. In this context, the present review has offe-
red an analysis of the main clinical applications of p53 diag-
nosis in relation to the specific nature of SCCHN.
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