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Abstract. T� ������ �� ������������� �NA ����NA� ����-T� ������ �� ������������� �NA ����NA� ����-
���� ��� ���������� w��� �u������� �� BRCA �u���p��b����y 
g���� ��� �� �������g��� ��� p����b�� ���� �� ������������� 
����������� �� �u���p��b����y ���k��� �� �������� b����� ������ 
�BC�, 22 p������� w��� �� w����u� BRCA1/BRCA2 �u�������, 
14 �p������ BC p������� ��� 20 ������y �ubj���� w��� ����yz��. 
I� ��� �-���p ��� �� ��� MTND4 region, variants significantly 
���������� w��� BRCA1 carriers were identified. Moreover, 
�x��������� �� ������������� ��p��g��up� �������� X �� ��� 
���� ��g���������y ���qu��� ��p��g��up �� BRCA1 �������� 
(P=0.005), and H as significantly linked to BRCA2 �������� 
�P=0.05�. Ou� ���� �ugg��� ��� ����������� �� ��� ��������-
����� g����� �� ��� p����g������ ��� �����u��� ��������� �� 
�������� BC �������.

Introduction

BRCA1 ��� BRCA2 ��� ��� ���� ���qu����y ������� �u���p��-
b����y g���� �~20%� �� �������� b����� ������ �BC� �1,2�. W���� 
w��� � ���������u� �u������ �� BRCA1 �� BRCA2 ���� �pp��x�-
�����y � 70% p��b�b����y �� ������p��g BC by ��� �g� �� 70 �3�. 
T�� ���������� �� ��������� �� p�����u��� �u������� �� ��������� 
������ g��up� �� �u� �� � ‘��u����’ ������. R����� �������� ��� 
��������� ���� ������� ���k �� �������� �� ��g�-���k �u������� 
��.g. BRCA1 ��� BRCA2� ��u�� ���y ���� �u� �� ����� g������ 
��� ������������� �������. G�����-w��� ����������� ��u���� 
(GWAS) have identified several common alleles able to modify 
b����� �� ������� ������ ���k ��� BRCA1 ��� BRCA2 �u������ 
carriers, even if more modifiers still remain to be identified (4). 
Fu���������, ����� g���� �� ����������� ��g���� w��� 

�������� ��� ��w p��������� ���� b��� ���w� �� ������ ���k �� 
BC ��.�. CHECK2, p53, PALB2, 2q35, 11q13.3� �5,6�. H�w����, 
currently our knowledge of genetic patterns is not sufficient to 
����w u� �� �������y ��� ���������y BC.

�u� �� ����� ���� �� ���� ����b�����, ������������ ���� 
���g b��� �u�p����� �� b� �������� �� ����b���� ����������� 
�� �u���� �7�. I� p�����u���, ������������� �NA ����NA� �� 
��g��y �u���p��b�� �� �����u��� ����������� by ������������� 
�������g��� b���u�� �� � ���k �� ������� ��� �������-��k� 
proteins. Moreover, mtDNA has a high mutation rate due to the 
����� p��x����y �� ��u���� �� �������� �xyg�� �p����� �ROS�, 
���p��x I �NA�H-ub�qu����� �x������u�����, EC 1.6.5.3� 
��� III �ub�qu����: �y�������� � �x������u�����; EC 1.10.2.2�, 
and also due to the low efficiency of repair systems. These 
nucleotide modifications have been hypothesized to promote 
� ������� �� ������ ���� ��������� ��� ROS p���u����� ��u� 
����u��g��g ������ ������p���� �8,9�. R����� ��u���� 
�ugg����� ���� ������� ������� ���NA �u�������, ��p������y 
�� ��� ������������� ���p������y ���p��x I g���� ��� �� ��� 
�-L��p ��g���, ��y p�����p��� �������u��� �� ������ �10-12� 
���, �� p�����u���, �� BC �8,13�. T�� �-L��p �� ��� ���� ��gu-
�����y ��g��� �� ������������� ��������p���� ��� ��p�������� 
���� �����p����� ��������� ��� �����g�y ��������� �������u� 
��qu���� �������� �14� �� w��� �� loci ���� ��p���y ���u�u-
���� �u������� ��.�., ��� �w� �yp�������b�� ��g����, HV1 ��� 
HV2� �15�. O� ��� ����� ����, ��� ��g� ���qu���y �� �u������ 
���� �� w��� �� ��� ���k �� �����b������� ��� ��� ���NA p��y-
p���� status ��k�� �� p����b�� �� �������y �������u��� ����ug� 
�p������ ���NA �������� ���� ��k� up ‘��p��g��up�’ �16�. 
H�p��g��up�, g��up� �� ���NA ��p���yp�� ������g ��� ���� 
�u�������� ������ by ������� ���� � ������ ������ ��������, 
���� b��� ���w� �� p������ b��� g��g��p�����- ��� ������-
specific differences in prevalence (17). They are extremely 
������ �� � ��������� �� ���� �� � ���g�� g��g��p��� ����/
p�pu������ g��up �� ���p�����y �b���� �� ������ �18�. S��� 
��u���� ���� ����� �� ���u� �� ��� �yp��������� ����������� 
b��w��� � ��p��g��up ��� �� ���������g BC ���k, bu� w����u� 
definitive results (19,20). So far, studies have not been carried 
�u� �� �������g��� ��� ���� �� ���NA ����������� �� BC �������y. 
T�u�, ��� ���� �� ���NA ��������� ����� �� b� �u����� �����-
��g����.

S������g ���� ��� ����� �b����������, w� ����� �� �����y 
w������ ���NA ����������� ���/�� � �p������ ���NA 
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��p��g��up ��u�� b� u��� �� � �u���p��b����y ���k�� ��� 
�������� BC �� �� � BRCA1/BRCA2 gene modifier.

Materials and methods

Subject collection and DNA extraction. A���� ��g���g 
�������� �������, 56 C�u������ �ubj���� ���� ��� R�g��� 
Pug��� w��� �������� �� ��� N������� C����� R������� C����� 
‘I����u�� Tu���� G������� P���� II’ �� B���, I���y; 32 �������� 
BC p�������, 14 �p������ ��� 10 ������y �ubj���� u�������� �� 
�������� BC. A���g ��� 32 �������� �����, 22 w��� �������� 
by BC ��� 10 w��� ������y ��������� ���� ��g� ���k ��������. 
P������� w��� ���������� �� ‘��������’ w��� ���y ��������� 
�������� ��������������� �� p�����u��y ��p����� �21�. A���g 
��� �������� �����, 10 �ubj���� w��� BRCA1 �u������ ��������, 
10 BRCA2 �u������ �������� ��� 12 w���-�yp� ��� b��� g���� 
(BRCAX). T�� BRCA �����u��� ��������g �� p������� w�� 
p�������� �� ��p����� �� �u� p�����u� ��u�y �21�. P������� 
were characterized according to pathological features: TNM 
classification, nuclear grading, estrogen (ER) and progesterone 
����p��� �PgR� �u��� ������� �T�b�� I�.

Members of four different Caucasian families affected by 
�������� b�����/������� ������ ����������� ����g ��� �������� 
�����g� w��� ���� ����yz�� �� ��u�y ��� ������������ �� ����-
��������� ����������� ���� ���� �����y ��� ����� ����������� 
w��� ��� p������� �� BRCA �u�������.

BRCA1 ��� BRCA2 �u������� w��� ���������� �� �NA 
�x������� ���� ������ b���� by u���g ��� �NA���y B���� 
��� T���u� k�� �Q��g��, V�������, CA, USA� ��������g �� ��� 
���u����u���'� p�������.

Amplification and sequencing. T���� g������ �NA �1 µg� 
w�� �x������� ���� ��� b���� �� 36 p������� ��� 20 ������y 
�ubj���� �������� �� ��� N������� C����� R������� C����� 
of Bari (Italy) and used for amplification with the MitoALL 
R���qu�����g k�� ��������g �� ��� ���u����u���'� �����u������ 
�App���� B���y�����, F����� C��y, CA, USA�. T�� MTND4 
�1 �� ��� 7 ������������� ���p��x I g����� ��� ��� �-L��p 
������������� ��g��� ��p�����g �u��������� 10760-12137 ��� 
16024-576, respectively) were selectively amplified by PCR. 
�-���p ��� MTND4 w��� �������� b���u�� ���y p������ ��� 
��g���� �u�������� ���� ����g ��� ���NA g���� �22�. PCR 
p���u��� w��� pu������ w��� Ex�SAP-IT™ �A��y�����x, 
OH, USA� ��� ���� b��� ������� �������y ��qu����� u���g 
��� B�g�y� ���xy T��������� Cy��� S�qu�����g k�� ��.3.1, 
App���� B���y����� I��.� �� �� �u������� ��qu����� �3130x� 
G������ A���yz��; App���� B���y����� I��.�. T� ����u��� �� 
���NA p�������� ��������� p��y���p����� �� BC-�������� 
�������u���, ��� ��qu����� w��� ���p���� ��� ����-
�������� �g����� ��� ������� C��b���g� R�������� S�qu���� 
�NC_012920�. T�� qu����y �� ��qu����� ��� ��� ��������� �� 
��� �������� w��� ���p���� �� ��� ������������� H���B ����-
base (http://www.hmtdb.uniba.it:8080/hmdb). Mitochondrial 
haplogroups were identified using several markers as reported 
�� ���p://www.p�y������.��g.

To confirm the data on haplogroup association with the 
p������� �� BRCA1 �� BRCA2 �u�������, � ������ g��up 
����u���g 25 �ubj����, 8 ����y��g BRCA1, 10 ����y��g BRCA2 
����������� ��� 7 BRCAX, w��� �������g���� �� 13 loci to define 
�� w���� ��p��g��up ���y b����g��.

In silico analysis. A�� ���NA ��qu�����g ���u��� w��� 
����yz�� in silico �� �����y ��� p����b�� p����g������ ���� �� 
each variant. Mutational analysis was carried out in HmtDB: if 
��� �����b����y ����x ��.�.� w�� ����� �� ‘0’ ��� �ub����u���� w�� 
���������� �� � p��y���p����; �� �.�. w�� ���� �� ‘1’, ��� �ub���-
�u���� w�� ���������� ���qu��� �� ��� p�pu������. P��yp��� 
����w��� ����p://g�������.bw�.�������.��u/pp�/� w�� u��� �� 
p������ � p����b�� ��p��� �� ��� ��������� ����� ���� �ub����u-
����� �� ��� ���u��u�� ��� �u������ �� ��� ������� p�������.

Statistical analysis. Mutations in subgroups were summarized 
u���g �����-��bu������� ��� ����yz�� by ��� C��-�qu��� ����. 
A����������� b��w��� ������������� ����������� �� ��p��g��up� 
��� �������p������g���� ��������������� w��� �������� u���g 
C��-�qu��� ����� ��� ����g������ �����b���. A�� ����y��� w��� 
����u���� u���g SPSS ������� 17.0 ��� w��� ���������� ������-
tically significant when p≤0.05.

Results

Identification of mtDNA variants in BC patients compared 
to healthy subjects. T� ����u��� �� ���NA p�������� ��������� 
p��y���p����� �� BC �������� �������u���, ���NA ���� ��� 
b���� �� 36 p������� ��� 20 ������y �ubj���� w��� ���g��� �� ��� 
������� C��b���g� R�������� S�qu���� ��CRS� ��� �u�������� 
�������� ��������. �NA ��qu�����g �� ��� �-L��p ��� MTND4 
regions identified a total of 136 nucleotide variants in all the 
�ubj����: 107 �� ��� �-L��p ��g��� ��� 29 �� MTND4. T�� ����-
��p�������� �� w��� �� ��� ����� �������� ��� ������ �� T�b�� II. 
T� ������ � p�������� ���� �� ���������g ��� ���k �� ����� �� BC, 
we searched the variability of the identified SNPs in HmtDB. 
W� ��u�� ���� 17 SNP� p�������� � �����b����y ����x ��.�.� �qu�� 
�� ‘0’; 54 SNP� ���w�� � �.�. ���g��g ���� 0.001 �� 0.010 w��� 
���p���� �� ��� g����� �� ������y �������u��� w������ � �.�. 
���g��g ���� 0.002-0.026 w�� �������� w��� ���p����g ���� 
�� �ubj���� �������� by ��y p������gy; 58 SNP� p�������� � �.�. 
�b��� ��� ��g���� ���u� �� ��� ���g�. T�� �������� w��� ��������� 
also in Mitomap (http://www.mitomap.org/MITOMAP). All 
resulted as haplogroup markers and no significant difference 
w�� ���w� b��w��� BC ��� ������y �ubj����. H�w����, 7 ����-
���� �149���C, 452���T ��� �.16026T>C �� ��� �-L��p ��� 
�.10799C>T, �.11279C>A, �.11524A>C ��� �.11925C>A �� 
MTND4) were not reported either in HmtDB or Mitomap but 
w��� ��� ��u�� �� ���y ��w ���qu���y �T�b�� III�. A���g ��� 
����� �������� ��������� �� MTND4, ��� �w� ���-�y���y��u�, 
m.11279C>A (p.L174M) and m.11524A>C (p.K255N), were 
����y��� by P��yp��� ����p://g�������.bw�.�������.��u/pp�2/� 
��� w��� p�������� �� ‘b���g�’, ��� ����������g ���u��u��� 
���������� �� p������ �����.

When we evaluated a possible association between specific 
SNP� ��� ��� BC ����u�, w� ��u�� ���� ��� ���y ������� 
�x��u�����y p������ �� BC ��� ��� �� ������y �ubj���� w�� 
��� �.150C>T �16.7% ��. 0%, P=0.06�, w������ ��u� ����-
���� ���u���� ���� ���qu����y p������ �� ������y ���� �� BC 
�ubj����: �.195T>C �55% ��. 13.9%, P=0.002�, �.225G>A 
�20 ��. 2.8%, P=0.05�, �.16519T>C �75% ��. 41.7%, P=0.016�, 
�.16189T>C �40% ��. 13.9%, P=0.03�.

Microsatellity instability in the D-Loop region, including 
��� �w� ������ p��y-C ������� ���������� �� �u�������� p���-
����� ��p� 303-315 ��310� ��� 568-573, �� �������� �� ��� 
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p��y-CA ������� �� 514-523, w�� ���� �������� �T�b�� II�. W� 
��u�� ���� ��� 36 BC �ubj���� ���w�� ���g�� ���������� �� 
514-523 ��� 568-573 w��� � ��g��� ���qu���y ���� �� ������y 
�ubj����: 16.7 ��� 5% ��. 1 ��� 0%, ���p�������y; �� ��� ����� 
����, �310 ���u���� ��� ���� ���qu����y p��y���p��� ���� 
�� ��� �-L��p b��� �� BC ��� �� ������y �ubj����. W��� 
����������g ��� �����b����y �� ��� �-���p ��g���, �� �xp�����, 
���� �� ��� �������� w��� ��u�� �� ��� �-L��p �yp�������b�� 
��g����; 48/107 �������� �45%� �� HV1; 31/107 �29%� �� HV2 

��� 20/107 �18.7%� �� HV3 �F�g. 1�. N� ����������� b��w��� 
BC ��� ������y �ubj���� w��� ��u��.

H�p��g��up ����y��� �� ��� ������� 36 BC p������� ���w�� 
���� H ��� J/T w��� ��� ���� ��p�������� ��p��g��up� �33 ��� 
25%, ���p�������y� w������ ��p��g��up X w�� �b���� �� �u� 
������ �� ������y �ubj����.

D-Loop and MTND4 variants with respect to BC features. 
I� ����� �� ����u��� � p����b�� ����������� b��w��� ���NA 

T�b�� I. C������p������g���� ��������������� �� p������� w��� ���p��� �� ��� ��������� �ubg��up�. 

 F������� b����� ������
 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
V����b��� BRCA1 �u����� BRCA2 �u����� BRCAX Sp������ BC
 �=10 �=10 �=12 �=14

G�����
  F 7 8 12 14
  M 3 2   0   0
Ag�
  ≤45 yrs. 7 6   2   2
  >45 y��. 3 4 10 12
I�C 90% ��=9� 100% ��=10� 75% ��=9� 78% ��=11�
T
  1-2 4 7   8 11
  3-4 0 3   4   3
N+ 30% ��=3� 40% ��=4�   90% ��=10� 64% ��=9�
G3 60% ��=6� 70% ��=7� 55% ��=5� 64% ��=9�
ER+ 30% ��=3� 100% ��=10� 67% ��=8� 28% ��=4�
PgR+ 30% ��=3� 80% ��=8� 67% ��=8� 36% ��=5�
Mib+ 80% ��=8� 80% ��=8� 58% ��=7�   71% ��=10�
E�bB2+ 50% ��=5� 50% ��=5� 17% ��=2� 28% ��=4�

IDC, infiltrating ductal carcinoma.

Figure 1. D-Loop variant distribution in the overall BC series. Nucleotide variants identified in the D-loop in BRCA1, BRCA2, BRCAX ��� �p������ �ubj���� 
��u������ �� ��� �yp�������b�� ��g���� HV1 �16024-16383�, HV2 �57-333� ��� HV3 �438-574�. �p, �u�������� p�������.
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����������� ��� ���� BC ���������������, w� ���������� 
���NA �������� w��� �u��� g���� ��������������� �G1, G2 
��� G3�. S������ �-L��p ��� MTND4 ����������� ������ 
resulted to be linked to specific cancer pathological features. 
P�����u����y, �.11719G>A ��� �.16519T>C �pp����� �� b� 
���k�� �� �������y �������������� �u����: 57% �� G3 ��. 12.5% 
�� G2 �P=0.006� ��� 57% �� G3 ��. 12.5% �� G2 �P=0.05�, 
���p�������y. �.16126T>C ���qu����y ���u���� �� ������� 
����p���-��g����� �ubj����: 47% �� ER- ��� PgR- ��. 12% �� 
ER+ ��� PgR+ �P=0.035�. R�g�����g ��p��g��up ����y���, 
��p��g��up H w�� ���� ��p�������� �� G2 ���� �� G1 p������� 
�75 ��. 24%, P=0.02�, ��u� �ugg�����g � p����b�� ����������� 
b��w��� ��� ���NA b��kg��u�� ��� �u��� ��������������� 
g����.

Some mtDNA variants enhanced the risk of carrying BRCA1 
mutations. F������� ��� �p������ BC �ubj���� ��� ��� ���w 
����������� �� �u�b�� �� �yp� �� �-���p ��� MTND4 ������-
����� �F�g. 2�. T�� �p������ p������� p�������� 14 �ub����u����� 
�� ��� MTND4 g���, ��� 60 �ub����u����� �� ��� �-L��p ��g���: 
100% ���w�� � ��������� �� �310, 62% �� 11719, 50% �� 16519, 
��� 44% �� 303 �p. A���g ��� �������� �ubj����, ��� BRCA1 
�u����� g��up p�������� 9 �ub����u����� �� ��� MTND4 g���, 
��� 38 �ub����u����� �� ��� �-L��p ��g���: 100% �� p������� 
���w�� �310 ���������, 90% �� 16519, 70% �� 11719, 60% �� 
195, 50% �� 303 ��� 40% �� 153, 225, 226, 16183, 16189 ��� 
16278 �p. BRCA2 �u����� �ubj���� ���w�� 9 �ub����u����� �� 
��� MTND4 g���, ��� 35 �ub����u����� �� ��� �-L��p ��g���: 
80% p�������� ��������� �� �310, 40% �� 11467 ��� 150, 

T�b�� II. ���NA �������� ��� �������� ���qu������ �� ��� �-���p ��� MTND4 �� BC �ubj����. 

 �-���p %

D310 97.2
�.263A>G 94.4
�.73A>G 61.0
�.16519T>C 41.7
�.16126T>C 27.8
�.462C>T 17.0
�.150C>T; �.295C>T; �.16069C>T; �.16311T>C 16.7
�.195T>C; �.228G>A; �.515���AC; �.16189T>C; �.16224C>T 13.9
�.152T>C; �.185G>A 11.0
�.93A>G; �.T146C; �.153A>G; �.G207G>A; �.C285C>T; �.T489T>C; �.A16183A>C;    8.3
�.16278C>T, �.16292C>T; �.16294C>T; �.16298T>C; �.16362T>C
�.494���C   6.3
�.200A>G; �.452���T; �.499G>A; �.557���C; �.568-573; �.16017T>C; �.16093T>C;    5.6
�.16129G>A; �.16209T>C, �.16223C>T; �.16304T>C; �.16343A>G; �.16527T>C
�.456C>T   2.9
�.56���T; �.64C>T; �.72T>C; �.149���C; �.151C>T; �.199T>C; �.203G>A; �.204T>C;    2.8
�.225G>A; �.226T>C; �.239T>C; �.250T>C; �.285���A; �.336T>C; �.385A>G; �.497C>T; 
�.514C>T; �.514���C; �.515���A; �.16026T>C; �.16067C>T; �.16092T>C; �.16114C>T; 
�.16162A>G; �.16172T>C; �.16179C>T; �.16192C>T; �.16249T>C; �.16261C>T; 
�.16265A>T; �.16270C>T; �.16287C>T; �.16293A>G; �.16326T>C; �.16354C>T; 
�.16356T>C; �.16399A>G; �.16482A>G

 MTND4 %

�.11719G>A 47.2
�.11251A>G 25.0
�.11467A>G 22.2
�.10822C>T; �.11299T>C; �.11812A>G   8.3
�.10799C>T; �.10915T>C; �.11176G>A; �.10927T>C; �.10907T>C; �.11009T>C;    2.8
�.11017T>C; �.11167A>G; �.11253T>C; �.11279C>A; �.11332C>T; �.11353T>C; 
�.11362A>G; �.11377G>A; �.11476C>T; �.11485T>C; �.11524A>C; �.11840C>T; 
�.11869C>A; �.G11887G>A; �.G11914A; �.11925C>A; �.12127G>A

Nucleotide position of microsatellite instability (MSI) and the relative frequency are highlighted in bold.



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  44:  1691-1698,  2014 1695

��� 30% �� 303 ��� 11719 �p. T�� BRCAX g��up �������� 4 
�ub����u����� �� ��� MTND4 g���, ��� 37 �ub����u����� �� ��� 
�-L��p ��g���: 90% p�������� ��������� �� �310, 50% �� 303 
��� 11719, ��� 40% �� 11251, 16126 ��� 16519 �p �F�g. 2�.

W��� w� ���������� ���y BRCA1 �u������ �������� 
compared to non-carriers we found a significant association 
w��� 7 �-L��p SNP� ��.153A>G, �-195T>C, �.225G>A, 
�.226T>C, �.16183A>C, �.16519T>C, �.16278C>T� ��� 
��� SNP �� ��� MTND4 g��� ��.11719G>A�, �� ��p����� �� 
T�b�� III. T�� �u������� ���������g BRCA2 ������������ w��� 
��� ���������� w��� ��y �� ��� ���NA �������� ��������, 
w��� ��� �x��p���� �� ��� ��������� �� p�������� 514-523 ���� 
w�� ��u�� �� ��g��� ���qu���y �60%� �� ��� BRCA2 ��������. 
Fu���������, w��� ����������g ��� ������p����y ����������� 
�� ��� �w� ���NA ��g���� �� ���� p������, ��� �ubj���� ���w�� 
�u������� �� ��� �-L��p w��� �� ����� 3 ����g�� up �� 16, 
w���� 72.5% �� �ubj���� ��� ����������� �� ��� MTND4 g��� 
up �� 6 ����������� �� ��� ���� ����. A� �xp�����, ��� �-L��p 
w�� �u�� ���� �����b�� ���� ��� MTND4 g���; ��w����, 
w���� �u������ ������bu���� �� ��� �-L��p w�� ����p������ 
�� ��� p������� �� BRCA �u�������, ���-������� �������� BC� 
p�������� ��w�� ����g�� �� ��� MTND4 g���. T��� ���u�� w�� 
not, however, statistically significant (Fig. 3).

H�p��g��up ����y��� �� p������� ����y��g ��� ��� ����y��g 
BRCA �u������� ���w�� ���� ��� X ��� H ��p��g��up� ��� 
�b�� �� ������������ b��w��� BRCA1 ��� BRCA2 ��������. 
H�p��g��up X w�� ��g���������y ���� ���qu��� �� BRCA1 
�������� ��� ���p�����y �b���� �� BRCA2 �������� �P=0.005�, 
w���� ��p��g��up H w�� ��g���������y ���� ��p�������� �� 
BRCA1 �������� �P=0.04� ��� �����y p������ �� BRCA2 �������� 
(P=0.05) (Fig. 4). To confirm the association between a specific 
��p��g��up ��� BRCA1 �� BRCA2 �u�������, � �u����� �ub��� 
of 25 subjects were analyzed. The results confirmed the asso-
������� ������������g ���� ����� BRCAX �ubj���� b����g�� �� 
��p��g��up X ��=2� ��� H ��=5�. H�p��g��up X ���u���� �� 
100% �� ��g�� BRCA1 �������� ��� ��p��g��up H �� 100% �� 
��� BRCA2 ��������.

Mitochondrial DNA variants in the BRCA families. Members 
�� ��u� ��������� �������� �������� by �������� b�����/������� 
������ ����������� ����g ��� �������� �����g� w��� ���� 
����yz�� �T�b�� IV�. I� ���� �����y, ��� ��� ����yz�� ���b��� 
presented, as expected, specific variants in both the D-Loop 
��� MTND4 ��g���� ����p�������y �� ��� p������� �� � 
�u���. H�w����, ���� ����������� w��� ���������� �� BRCA 
�u������ �yp� b���g p������ �� ���b��� �� ��������� BRCA1 

T�b�� III. �-L��p ��� MTND4 SNP� �� BRCA1 �u������ ������� ��� ���-������� p�������. 

���NA SNP� BRCA1 ������� ��. BRCA1 ���-������� P-���u� OR �95% IC�

�.153A>G 50% ��. 5% 0.009 19 �1.8-201.9�
�.195T>C 60% ��. 40% 0.04 6 �1.12-31.99�
�.225G>A 40% ��. 5% 0.03 12.7 �1.18-136.28�
�.226T>C 40% ��. 5% 0.03 12.7 �1.18-136.28�
�.16183A>C 40% ��. 5% 0.03 12.7 �1.18-136.28�
�.16278C>T 40% ��. 8% 0.03 7.3 �1.3-41.4�
�.16519T>C 90% ��. 30% 0.003 21 �2.15-204.6�
�.11719G>A 70% ��. 15% 0.005 13.2 �2.13-82.13�

The reported alterations confer a higher risk to be significantly associated with BRCA1 �u�������.

F�gu�� 2. F��qu���y �� ���NA �u������� �� ��� ������� ������ �� �ubj����. T�� ���� ��p�������� SNP� �� ��� �-L��p ��� MTND4 �� ��� p������� ����y��g 
BRCA1 �u������� �b���k�, BRCA2 �u������� �g��y�, w��� �������� BC bu� w����u� BRCA �u������� [BRCAX �w�����] ��� w��� �p������ BC ���g�� g��y� ��� 
���w�.
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carrier families while others were specific of a familial group 
��.64C>T, �.16183A>C, �.16189T>C, �.11812A>G�. I� 

��������, ����� ���u��� w��� ���������� w��� ��� ����������� 
between specific haplogroups and BRCA �u������� �� ��u�� 
�� ��� �b��� 25 �ubj����.

Discussion

I� ���� ��u�y, w� ���� ���w� ���� ��� ������������� ��g���� 
�-L��p ��� MTND4 ���p��y � p���� �� ���NA loci signifi-
�����y ���������� w��� ��� p������� �� �u������� �� ��� BRCA1 
gene, and that specific mitochondrial haplogroups are present 
�� p������� w��� �u������� �� BRCA1 �� BRCA2. A� �xp�����, 
the vast majority (72.7%) of the mtDNA mutations identified 
�� �u� ��u�y w��� �� ��� �-L��p ��g��� w���� �������������� 
instability (MSI) was also detected. Conflicting hypotheses 
have been proposed about the frequency of various MSI in 
the mitochondrial genome (23), being identified in various 
�yp�� �� ������ �24,25�. �310, w���� �� ������� �� ��� �� ��� 
�w� ��g��y ��������� ��g���� �C�������� S�qu���� B���k I,  
CSB I� ��� ��gu����� ���NA ��p�������� �26�, ��� b��� p����-
�u��y �ugg����� �� b� �������� �� �������g������ ��� ����u��� 
�� � ��� �� SNP� ���� ��u�� b� ���������� �� ������ �u���p��-
b����y b�����k��� �27�. R������y, ��� ���������y ��g� ���qu���y 
�� ����������� �32.5%� �������� �� �310 ��� b��� ���������� 
w��� �������p������g���� p��������� �� b����� ������ �BC�. 
Specifically, 66.7% of the alterations were observed in stage II 
BC, ���������g ���� �310 �����b����y ��y b� � �������� ����u�� 
for early progression of BC (28). Moreover, other recent 
���u��� ��g���g���� �310 �� ���� u�������� BC ���b����g 
BRCA1 �u������� �29�. T���� ���� w�u�� �upp��� �� ��p����-
���� �� ���� ������������� ������� ������� �� ���� ���������� 
���������� w��� BRCA1 �u������� �� w� ��� ��� ��u�� � ��g� 
p�������g� �� �u������� ���� �� ������y ��������. S�������y, 

F�gu�� 3. V������� �� ���NA ��g���� w��� ���p��� �� BRCA �u�������� ����u�. F��qu���y �� �u�������� ����������� �� ��� �-L��p �A� ��� MTND4 �B� w��� 
���p��� �� BRCA �u������� ��� ���� p������ �� ���w�. X-�x�� ��p���� ��� p������ I� ��� Y-�x�� ��� �u�b�� �� ��������.

Figure 4. Mitochondrial haplogroup distribution in BRCA1 ��� BRCA2 
carriers. Mitochondrial haplogroups were determined in BRCA1 �A� 
��� �� BRCA2 �������� �B� ��� ���p���� �� �ubj���� ��� ����y��g BRCA 
�u�������. B���k, BRCA-�u����� �����; w����, ����� ��� ����y��g BRCA 
�u�������.
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�� ��g�������� ����������� b��w��� ����������� ���qu����y 
��������� �� ��� �-���p ��.263A>G� �� p�����u��y ������b�� 
�� � ��g��y p��y���p��� ���k�� ��.73A>G, �.16519T>C� 
�19� ��� ���k �� ������p��g BC w��� ��u��. W��� ����yz��g 
MTND4, w� ��u�� ���� ��������y �� ���� �������� �� BC ���� 
����� �30� �.11251A>G ��� �.11719G>A w��� ��g��y ���qu��� 
�� BC �ubj���� bu� �qu���y ��p�������� �� ������y ��������. 
H�w����, ����������g ��� �������p������g���� ����u��� �� ��� 
patients, this is the first report on the association between the 
presence of specific mitochondrial polymorphisms and tumor 
��������������� g���� ��.11719G>A ��� �.16519T>C� �� 
������� ����p��� ����u� ��.16126T>C�.

Hyp������z��g ���� ��� ������������� ������z����� �� BRCA1 
p������ ��u�� ���� � ���� �� ��gu�����g b��� ���NA ����g� 
��� �p�p����� �������y ��� ���� ��� ���������z����� ��u�� ��u�� 
������, ���� ��u�y ���u��� �� � p����b�� �����������p b��w��� 
���NA �������� ��� g������� BRCA1 �u�������. I� �������u��, 
� ���g������ ��g������ ���w�� ���� BRCA �u������� �����-
����� ��� ����� �� ���NA �����������, ������g �� p�����yp�� 
�xp������� �� p�����u�� �g��g ��� BC �31�. W� ���� ���w� 
���� ����� �-L��p ��� ��� MTND4 ���������� ��� ���������� 
w��� �� ��������� ���k �� ���b����g ���� BRCA1 �u�������. O� 
����, ����g �����, �.16183A>C �� ������� �� ��� 3' ��qu���� 
�� ��� T���������� A��������� S�qu���� �TAS� ��� ��� �NA 
7S b�����g ���� w���� �� �������� �� ��� ��gu������ �� ���NA 
�y������� �32�. T�� ���������� �.16519T>C, ��������� �� 90% 
�� BRCA1 �������� ���p���� �� ���-�������� �30%�, w�� p����-
�u��y ��u�� �� �������u�� �� �������� �������� BC ���k �19�. Ou� 
result confirms that m.16519T>C is a hot spot mutation playing 
� �������� ���� �� ������p��g BC. A�� ��� ����� ����������� ����-
������ w��� BRCA1 significant mutation risk have also been 
������b�� �� �������u�� �� ��������� ������ ����u��, �u�� �� ����, 
p�������, ��y����, b�����, ������� ������ ��� �������� �29,33�. 
C��������y, �������� �.153A>G ��� �.225G>A, p�����u��y 

���������� w��� b����� �������g������ �34� ���� b��� ��u�� �� 
������������� p��y���p�����.

I� �������u��, ����� ���� ��� ������b�� �� ��� �����������p 
�� �p������ ������������� ��p��g��up� ��� �� ���������g 
BC ���k �� Eu��p�. A����ug� ��p��g��up H �� ������ �� 
Eu��p�, ��p��������g 40% �� Eu��p��� ���NA� �35,36�, 
our haplogroup analysis revealed that X and H significantly 
������������ BRCA1 �� BRCA2 �u����� �ubj����. T���� 
���� �ugg����� � p����b�y ��g��� �u���p��b����y ���� ��� ����� 
mitochondrial haplogroups to present specific alterations in 
��� g���� p��������g �������� BC ���k. W��� ����������g 
��� �u�������� ��qu���� �� ��� ��� ������b�� ���b��� �� �w� 
��������, ��� �u������� �������� �� ��� �-L��p ���u���� 
significantly associated with the presence of BRCA1 �u������� 
����� ���y ��� ����������� �� ��� �����y ���b��� ��� �������y 
��� X ��p��g��up. C����qu����y, ���y ��u�� b� ���������� �� 
���������y ��������� ����������� ��� �� ��p��������g p��������g 
������� �� ����� �� �u���p��b����y �� �������� BC ���k.

The identification of significant mtDNA variants associ-
���� w��� BC �ugg���� ��� ����������� �� ���NA �� � g������ 
modifier considering both single polymorphisms and specific 
��p��g��up�. T� b����� u��������� ��� ��������� �������� 
��p��������� �� ��� �p������ ������������� b�����k��� ��� 
haplogroups herein identified, further data involving subjects 
w��� ��� w����u� ������ ���� �� b� ��������� ��� ����yz��. 
T�� �����gu��g ���u��� p�������� �� ���� ��u�y ��� ������bu�� 
�� �����������g ��� p����b����y �� ����� �pp�������� �� �������y��g 
��g� ���k �������u��� ��� ������p��g � �p������ ��������g 
�pp����� ��� ����y ���g����� �� BC.
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Table IV. Mutation clustering in members of hereditary BC families.

F������� P������g���� BRCA �-L��p MTND4 H�p��g��up
 ����u� �u������ �u������� �u������

�A
  S����� #1 H B1 C64T, A73G, A153G, T195C, - X
  S����� #2 H B1 G225A, T226C, �310, A16183C, -
  B������ H B1 C16226T, C16278T, T16519C -
PA
  Au�� A B1 A73G, A153G, T195C, G225A, A11812G X
  N�p��w H B1 T226C, �310, A16183C, T16189C,
  N���� H B1 C16223T, C16278T, T16519C
PR
  S����� #1 A BX A73G, G185A, G228A, C295T,  T11253C J
  S����� #2 A BX �310, C462T, 514-523, C16069T
SS
  S����� #1 A B2 G207A, 514-523, G16129A - H
  S����� #2 A B2  -

Mutations in each BRCA family member are reported. Mutations specifically associated to each family are reported in bold. H, healthy subject; 
A, �����y ���b��� �������� by BC; B1, BRCA1 �u������; B2, BRCA2 �u������; BX, BRCAX.
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