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PRESENTACIÓ

El càncer de mama és la neoplàsia més freqüent en la dona a Catalunya, amb una 
prevalença de 45.000 casos, el que representa el 28% dels tumors. L’any 2005 es 
van diagnosticar prop de 4.000 nous casos i la seva incidència augmenta 
aproximadament un 2% cada any.

Entre un 5% i un 10% de tots els casos presenta un component hereditari degut a 
mutacions germinals en gens de susceptibilitat, fonamentalment BRCA1 i BRCA2,
els quals s’associen a la síndrome de càncer de mama i ovari hereditari. Globalment, 
les alteracions en aquests gens afecten un gran nombre de dones i famílies en la 
nostra població.

L’estudi dels gens BRCA té un gran interès per valorar amb més certesa el risc dels 
individus portadors, els quals poden beneficiar-se de mesures preventives, de 
detecció precoç o terapèutiques adequades.  

Addicionalment, l’anàlisi de les variants genètiques de BRCA1 i BRCA2 identificades 
pot contribuir a la comprensió dels mecanismes de transformació cel·lular maligna en 
els que intervenen aquests gens. 
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Introducció

1 BASES GENÈTIQUES DEL CÀNCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI  

1.1 ANTECEDENTS HISTÒRICS DEL CÀNCER DE MAMA FAMILIAR 

Les primeres descripcions científiques sobre l’agrupament de casos de càncer de 
mama en algunes famílies van aparèixer a mitjans del segle XIX. Gràcies al 
desenvolupament de la genètica molecular i a la seva influència en l’àmbit de la 
medicina, a principis dels anys 90 es va assumir l’existència d’una predisposició
heretada al càncer de mama, que explicaria la presència de nombrosos casos en 
una mateixa família. 

Els primers estudis epidemiològics per determinar la influència de la història 
familiar en el risc de patir càncer de mama comparaven la seva incidència en 
parents de persones afectes amb la d’un grup control. D’aquesta manera es va 
poder objectivar l’agrupament no casual de casos en una mateixa família (Lynch et
al., 1981). Posteriorment, en un treball realitzat a partir d’una base de dades de més 
de 4.000 individus de l’estat de Utah (EEUU) (Slattery i Kerber, 1993), es va estimar 
que l’increment de risc apareixia fins i tot amb antecedents familiars de tercer grau, 
encara que en menor mesura: de 2,45 vegades per les dones amb familiars de 
primer grau amb càncer de mama, d’1,82 si el familiar era de segon grau i d’1,35 si 
era de tercer grau. 

L’existència d’antecedents familiars de càncer de mama és un factor de risc 
important i demostrat, però cal tenir en compte que pot ser deguda també a factors 
ambientals compartits entre membres d’una mateixa família. En aquest sentit, s’ha 
calculat que, del total de casos de càncer de mama, el 80-85% són esporàdics, el 
15-20% corresponen a casos d’agregació familiar i d’aquests, entre el 5 i el 10% són 
hereditaris (Nagy et al., 2004). Alguns dels factors ambientals que podrien afavorir 
l’agregació familiar de casos són l’exposició a determinats carcinògens i diversos 
factors de risc de tipus reproductiu (nul·liparitat, edat avançada al primer fill, etc.) o 
d’estil de vida (manca d’exercici, sobrepès en l’adolescència, etc.). 

1.2 IDENTIFICACIÓ DELS PRINCIPALS GENS DE SUSCEPTIBILITAT MAJOR AL 
CÀNCER DE MAMA: BRCA1 I BRCA2

L’estudi de 200 arbres familiars mitjançant un model estadístic va proporcionar la 
primera evidència de l’existència d’almenys un gen dominant de susceptibilitat al 
càncer de mama (Williams et al., 1984). Estudis posteriors van corroborar les dades 
inicials (Newman et al., 1988), però no va ser fins el 1990 en què aquesta hipòtesi va 
ser provada, al descriure’s el lligament del càncer de mama precoç al cromosoma 
17q12 (Hall et al., 1990). El 1994 Miki i el seu equip van clonar el gen BRCA1
(Breast Cancer 1) (OMIM, 113705; GenBank, U14680) i van construir el mapa 
transcripcional d’una regió de 600 kb a 17q12, després d’haver trobat mutacions que 
segregaven amb susceptibilitat als càncers de mama i d’ovari lligada a 17q (Miki et
al., 1994). Tot i la identificació del gen, només el 45% de les famílies amb càncer de 
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mama precoç mostraven evidències de lligament a BRCA1, de manera que la 
recerca d’altres gens de susceptibilitat va continuar. El 1994, Wooster i els seus 
col·laboradors van realitzar anàlisis de lligament en famílies amb múltiples casos de 
càncer de mama no associades a BRCA1 i van trobar cosegregació de la malaltia 
amb marcadors del cromosoma 13q (Wooster et al., 1994). El 1995 van clonar el 
segon gen de susceptibilitat major al càncer de mama, el gen BRCA2 (Breast
Cancer 2) (OMIM, 600185; GenBank U43746) (Wooster et al., 1995). 

Les mutacions en BRCA1 i BRCA2 són la principal causa hereditària del càncer de 
mama i donen lloc a la síndrome de càncer de mama i ovari hereditari (CMOH),
caracteritzada per la presència de casos de càncer de mama i ovari en una mateixa 
família o de múltiples casos de càncer de mama precoç. 

Pocs anys després del descobriment dels gens, el fet que moltes famílies amb 
CMOH no presentessin cap mutació ni en BRCA1 ni en BRCA2 va impulsar la 
recerca d’un nou gen d’alta penetrància (un possible “BRCA3”). Aquesta recerca, 
però, fins al moment ha estat força decebedora. Dos loci addicionals han estat 
implicats en la susceptibilitat al càncer de mama: un en el cromosoma 8p (Seitz et 
al., 1997a i b) i l’altre, a 13q (Kainu et al., 2000). Estudis posteriors, no han confirmat 
el lligament (Rahman et al., 2000; Du et al., 2002; Thompson et al., 2002a). 

1.3 ESTRUCTURA DELS GENS BRCA1 I BRCA2

El gen BRCA1 es localitza al braç llarg del cromosoma 17, a la regió 17q12. És un 
gen de grans dimensions format per 5.592 nucleòtids que es distribueixen en 24
exons (dos d’ells no traduïbles, l’1 i el 4). El 60% de la seqüència codificadora 
correspon a l’exó 11. BRCA1 s’estén en una regió de 84 kb de DNA genòmic (figura 
1A), amb una elevada densitat de repeticions Alu (42%) i repeticions no-Alu (5%) 
(figura 1B) (Smith et al., 1996), que el fan relativament inestable i susceptible de patir 
delecions i reordenaments. La llargada dels introns varia des de 403 pb fins a 9,2 kb 
i conté tres marcadors microsatèl·lits intragènics: D17S1323, D17S1322 i D17S855, 
localitzats en els introns 12, 19 i 20, respectivament. Els 22 exons codificants es 
transcriuen a un RNA de 7,8 kb, que es tradueix a una proteïna de 1.863 aminoàcids 
(Miki et al., 1994; Smith et al., 1996).

El gen BRCA2 es localitza en la regió 13q12 del cromosoma 13 i és encara més 
gran que BRCA1. La seva estructura genòmica s’estén en una regió de 86 kb (figura 
1C). Conté 11.385 nucleòtids, repartits en 27 exons, el primer dels quals no es 
tradueix. Els exons 10 i 11, d’uns 1.000 i 5.000 nucleòtids respectivament, 
constitueixen el 60% de la seqüència traduïble. El 47% de la regió genòmica de 
BRCA2 és DNA repetit, que consisteix en un 20% de seqüències Alu i un 27% de 
DNA repetit tipus LINE i MER (figura 1D). El transcrit resultant dels 26 exons 
codificants conté unes 12 kb i la proteïna sintetitzada, 3.418 aminoàcids (Wooster et
al., 1995). 

4



Introducció

Figura 1 Seqüències repetides en els gens BRCA1 i BRCA2. (A) Estructura genòmica
del gen BRCA1. (B) Distribució dels elements repetits en el gen BRCA1, que
representen el 47% del gen. (C) Estructura genòmica del gen BRCA2. (D) Distribució
dels elements repetits en el gen BRCA2, que constitueixen el 48% del gen. Tret de
Welcsh i King, 2001.

Alu      CR1     L1     L2      LTR      Low complexity     MER1     MER2     MIR      Mariner         Other      Simple Repeat

A BRCA1 exons 

C BRCA2 exons 

B BRCA1 repeats 

D BRCA2 repeats

kb

S’han identificat gens homòlegs de BRCA1 i BRCA2 en diversos organismes, alguns 
dels quals es mostren en la taula 1. Tant un com l’altre estan conservats en els 
amniotes, grup de vertebrats que inclou rèptils, ocells i mamífers (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=homologene).

Taula 1 Gens homòlegs de BRCA1 i BRCA2. 

Espècie Homòlegs de BRCA1 Homòlegs de BRCA2

Pan troglodytes (ximpanzé) BRCA1 LOC452526  
Canis familiaris (gos) BRCA1 BRCA2
Mus musculus (ratolí) Brca1  Brca2  
Rattus norvegicus (rata) LOC497672  497682 (mRNA gene) 
Gallus gallus  (gall) BRCA1 BRCA2

1.4 CARACTERÍSTIQUES DE LES PROTEÏNES BRCA1 I BRCA2 

1.4.1 BRCA1: estructura, localització cel·lular i interacció amb altres proteïnes 

Estructura

El producte del gen BRCA1 és una fosfoproteïna de 1.863 aminoàcids, amb un pes 
molecular aproximat de 220 kDa.  En la figura 2 es representa l’estructura de 
BRCA1, així com els llocs d’unió de diverses proteïnes.  
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Figura 2 Estructura de la proteïna BRCA1 i llocs d’unió a altres proteïnes. Modificat
de Yoshida i Miki, 2004.

En la regió N-terminal (aminoàcids 1-112), BRCA1 presenta un domini en anell de 
zinc, el qual es troba en moltes proteïnes que desenvolupen la seva funció a través 
de la unió al DNA (Saurin et al., 1996). En aquest sentit, BRCA1 conté dos senyals 
de localització nuclear (SLN), que indiquen que la proteïna actua dins el nucli. 

En la regió C-terminal, BRCA1 conté un domini acídic globular, d’uns 95 aminoàcids 
i repetit en tàndem, anomenat BRCT (BRCA1 Carboxy-Terminal domain). Aquest 
domini va ser identificat mitjançant diverses estratègies computacionals per Koonin 
et al. (1996). Posteriorment, es va definir una superfamília de proteïnes amb dominis 
BRCT, implicades en la recombinació i la reparació del DNA i el control del cicle 
cel·lular (Bork et al., 1997, Callebaut i Mornon, 1997). 

A part d’aquests dominis, BRCA1 no presenta homologia amb cap altra proteïna 
coneguda i està poc conservada entre espècies de mamífers. Per exemple, la 
identitat de seqüència de la proteïna BRCA1 humana amb Brca1 de ratolí és del 
56%. El fet que les característiques i estructures abans esmentades, però, estiguin 
també presents en la seqüència de les proteïnes corresponents de gos, rata i ratolí, 
suggereix que aquestes regions són importants per la funció BRCA1 (Abel et al.,
1995; Lane et al., 1995; Sharan et al., 1995; Szabo et al., 1996; Bennett et al., 1999). 

El producte proteic del gen BRCA1 que acabem de descriure és el més abundant, 
però no l’únic que existeix. El mRNA de BRCA1 presenta un fenomen d’splicing
alternatiu que condueix a l’aparició de diversos transcrits madurs que conserven el 
marc de lectura. Tot i que se n’han descrit aproximadament una vintena, fins al 
moment només s’han identificat tres isoformes proteiques corresponents (figura 3).
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Figura 3 Esquema de les isoformes naturals de BRCA1 identificades. Tret d’ElShamy i 
Livingston, 2004. 
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La isoforma de 1.863 aminoàcids s’anomena BRCA1-FL (full-length) o p220 i conté 
totes les regions corresponents al marc de lectura obert (ORF, d’Open Reading 
Frame) del mRNA de BRCA1, que comença en el codó d’iniciació de la transcripció 
en l’exó 2 i acaba en el codó de terminació, en l’exó 24. El 1997 Wilson i el seu equip 
van identificar un producte de 760 aminoàcids, anomenat BRCA1 11, que conté 
totes les seqüències de l’ORF de p220 excepte una regió corresponent a gairebé tot 
l’exó 11 (residus 263-1364) (Wilson et al., 1997). Per últim, recentment s’ha 
descobert la isoforma BRCA1-IRIS (p150) (ElShamy i Livingston, 2004), de 1.399
aminoàcids, codificada per un ORF ininterromput que comença en el mateix codó 
que BRCA1-FL però acaba en un punt de terminació situat 34 triplets dins l’intró 11. 
A diferència de BRCA1 11, que és poc abundant i no se li coneix cap funció 
específica, ElShamy i Livingston suggereixen que BRCA1-IRIS podria desenvolupar 
una funció important per la cèl·lula, relacionada amb la replicació, diferent a la de 
BRCA1-FL.

Localització cel·lular 

Inicialment, la identificació d’una seqüència de tipus granina en BRCA1 i estudis 
d’immunolocalització van suggerir que BRCA1 era una proteïna citoplasmàtica, amb 
possibilitat de ser secretada a l’exterior extracel·lular (Jensen et al., 1996). 
Actualment, arran de les observacions realitzades amb nous anticossos i en 
nombrosos estudis sobre la interacció amb altres proteïnes i sobre les seves 
possibles funcions (Chen et al., 1996; Ruffner i Verma, 1997; Scully et al., 1997a i b), 
es considera que la localització de la proteïna és primordialment nuclear. En aquest 
sentit, ha estat clau la caracterització de dos senyals de localització nuclear (SLN)
en l’exó 11 de BRCA1 (Chen et al., 1996). Estudis recents, però, mostren que 
aquests SLN no serien indispensables per una localització nuclear de BRCA1 i 
suggereixen la presència d’un senyal de localització nuclear críptic (no clàssic), entre 
els 300 primers aminoàcids de la proteïna (Fan et al., 2001; Huber et al., 2001).
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Interacció amb altres proteïnes 

Tal i com demostren diversos assaigs d’unió in vitro i d’associació in vivo, BRCA1 és 
una proteïna de grans dimensions i és capaç d’experimentar una gran quantitat 
d’interaccions proteiques, que podrien contribuir en les seves funcions biològiques 
(taula 2). En la figura 2 es representen esquemàticament algunes d’aquestes 
interaccions.

Taula 2 Proteïnes d’unió a BRCA1 i les seves funcions. Tret de Welcsh i King, 2001. 

Proteïna o  Domini de BRCA1 (residus aa)  
complex d’unió  Funció de la proteïna d’unió d’unió a la proteïna  

RAD51 Reparació talls de doble cadena Exó 11 (758–1064) 

RAD50  Reparació talls de doble cadena   Exó 11 (341–748)  

BRCA2 Reparació talls de doble cadena   BRCT (1314–1863)  

BASC (ATM, BLM, MSH2, 
  MSH6, MLH1, RCF) 

Reparació errors aparellament BRCA1 forma part del complex  

ATP-MSH2  Reparació errors aparellament ?

H2AX Sensor del dany al DNA ?

p53 Factor transcripció, supressor tumoral Exó 11 (224–500) i BRCT (1760–1863)  

RB Regulador cicle cel·lular, supressor tumoral Exó 11 (304–394) i BRCT (1536– 1863)  

MYC Factor transcripció, oncoproteïna  N-terminal (175–303) i exó 11 (433–511)  

ZBRK1 Factor transcripció, inhibidor de GADD45  Exó 11 (341–748)  

ATF  Factor transcripció  Anell zinc (1–101) 

STAT1   Transductor senyals, activador transcripcional Exó 11 (502–802)  

E2F Factor transcripció, regulador cicle cel·lular  N-terminal (1–76)  

Holoenzim RNA Pol II 
  (RHA, RPB10 , RPB2)  

Transcripció  BRCT (1650–1800)  

ER Factor de transcripció depenent de lligand Extrem N-terminal (1–300)  

AR Factor de transcripció depenent de lligand  Exó 11 (758–1064) i BRCT (1314–1863)  

CtIP Uneix CtBP, corepressor transcripcional BRCT (1651–1863)  

p300/CBP Coactivador transcripcional. Anell zinc (1–303) i BRCT (1314–1863)  

SWI/SNF Complex de remodelació de la cromatina  Exó 11 (260–553)  

HDAC 1 i 2  Desacetilació histones, remodelació cromatina BRCT (1563–1863)  

Centrosoma (p53, pRB, 
  Nm23)

Segregació cromosòmica BRCA1 forma part del complex  

BRAP2 Retenció citoplasmàtica SLN (303–701)  

VCP ATPasa  Exó 11 (303–625) 

BARD1  Ubiqüitinització, poliadenilació via CstF-50?  Anell zinc (1–101)  

BAP1  Enzim desubiqüitinitzador  Anell zinc (1–100)  

Importina Transport nuclear  SLN (303–701)  

Un dels dominis més ben caracteritzats de BRCA1 és l’anell de zinc N-terminal.
Aquests tipus de dominis presenten un patró conservat de cisteïnes i histidines i fan 
de mitjancers entre proteïnes o proteïna i DNA. Moltes proteïnes que formen part de 
macrocomplexos contenen un anell de zinc i, algunes d’elles, faciliten la 
ubiqüitinització (Lorick et al., 1999). Aquesta regió és el lloc d’heterodimerització de 
BRCA1 i BARD1 (BRCA1-Associated RING Domain 1) i d’unió a l’enzim de 
desubiqüitinització BAP1 (BRCA1-Associated Protein 1).
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En l’exó 11, els dos senyals de localització nuclear uneixen importina-  i, en regions 
properes, s’hi troben llocs d’unió a proteïnes de gens supressors tumorals (com p53 i 
la proteïna del retinoblastoma, RB) i a l’oncoproteïna MYC. A més, s’hi uneix 
RAD50, la qual forma part del complex MRN (RAD50/MRE11/NBS1). Un domini 
comprès entre els aminoàcids 758 i 1064 interacciona amb la recombinasa RAD51.

Pels dominis BRCT a C-terminal, BRCA1 interacciona amb BRCA2 i, juntament amb 
RAD51, formen un altre complex implicat en la reparació del DNA. A més, BRCA1 
interacciona amb diverses proteïnes implicades en la regulació de la transcripció: 
components de l’holoenzim RNA polimerasa II (com la RNA helicasa A, RHA), el 
complex de remodelació de la cromatina SWI/SNF, el corepressor transcripcional 
CtIP i les desacetilases d’histones HDAC1 i HDAC2.

1.4.2 BRCA2: estructura, localització cel·lular i interacció amb altres proteïnes 

Estructura

El producte del gen BRCA2 és una proteïna de 3.418 aminoàcids i un pes 
molecular estimat de 384 kDa (figura 4). BRCA2 presenta molt poca similitud amb 
altres proteïnes conegudes, excepte algunes semblances estructurals amb BRCA1, 
com ara un llarg exó 11. 

BRCA2
Activació 

En la regió N-terminal de BRCA2 s’hi troba el domini d’activació transcripcional,
mentre que l’exó 11 conté vuit repeticions d’un motiu de 30 a 80 aminoàcids (BRC),
força conservades evolutivament a moltes espècies de mamífers (Bignell et al.,
1997), així com un domini d’unió al DNA (Yang et al., 2002). Per últim, en l’extrem 
C-terminal BRCA2 conté dos SLN.

Com BRCA1, BRCA2 està poc conservada entre les diferents espècies de mamífers. 
La identitat de seqüència de la proteïna BRCA2 humana amb Brca2 de ratolí, per 
exemple, és només del 57%. 

Figura 4 Estructura de la proteïna BRCA2 i llocs d’unió a altres proteïnes.
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Localització cel·lular 

Encara que la localització de la proteïna BRCA2 no ha estat tan investigada com la 
de BRCA1, s’ha observat també en el nucli (Marmorstein et al., 1998; Chen et al.,
1998a). Recentment, s’han descrit dos SLN en l’extrem C-terminal del gen BRCA2
(Spain et al., 1999; Yano et al., 2000). Malgrat això, diverses observacions mostren 
que, com BRCA1, la regió N-terminal de BRCA2 és suficient per la seva localització 
nuclear (Moynahan et al., 2001; Sarkisian et al., 2001).

Interacció amb altres proteïnes 

Es coneixen menys proteïnes d’unió a BRCA2 que en el cas de BRCA1 (taula 3). 

Taula 3  Proteïnes d’unió a BRCA2 i les seves funcions. Modificat de Welcsh i King, 2001. 

Proteïna d’unió    Funció de la proteïna d’unió Domini de BRCA2 (residus aa) 
d’unió a la proteïna 

 RAD51   Reparació talls doble cadena Exó 11 repeticions BRC (1009–2083) 
 BRCA1    Manteniment estabilitat del genoma ?
 P/CAF   Acetilació d’histones, remodelació N-terminal (290–453) 
 BRAF-35   Progressió del cicle cel·lular  Exó 11 repeticions BRC 6–8 (1648–2190)
 DSS1   ? (delecionat en split hand/split foot) Exó 11 (2472–2957) 

Per l’extrem N-terminal, BRCA2 interacciona amb P/CAF (p300/CBP-Associated 
Factor), proteïna amb activitat acetilasa d’histones. En l’exó 11, on es localitzen els 
motius BRC, s’hi uneixen RAD51 i BRAF35 i, en el domini d’unió al DNA, la proteïna 
DSS1.

1.4.3 Expressió de BRCA1 i BRCA2  

Patró d’expressió durant el desenvolupament 

Els gens BRCA1 i BRCA2 s’expressen en nombrosos teixits humans, amb més 
intensitat al timus i testicles (Miki et al., 1994; Tavtigian et al., 1996). La regulació de 
la seva expressió ha estat estudiada més exhaustivament en ratolí. Ambdues 
proteïnes són necessàries per la proliferació cel·lular durant les primeres fases de 
l’embriogènesi i per la proliferació de les cèl·lules de la glàndula mamària en la 
pubertat i l’embaràs (Rajan et al., 1997; Sharan et al., 1997), etapes en què 
s’observen quantitats elevades de mRNA tant de Brca1 com de Brca2. El fet que 
durant aquestes tres fases del desenvolupament s’observin també elevades 
concentracions d’estrògens en teixit mamari i ovàric, suggereix el seu paper 
estimulador de l’expressió de BRCA1 i BRCA2.

10



Introducció

Variació amb el cicle cel·lular i  fosforilació 

Diversos estudis fets en cèl·lules de l’epiteli mamari humanes, tant normals com 
canceroses, mostren que l’expressió de BRCA1 i BRCA2 s’indueix just abans de 
l’entrada en la fase S, quan hi ha la màxima diferenciació i creixement cel·lulars 
(Gudas et al., 1996; Wang et al., 1997). En cèl·lules mitòtiques, durant la fase S, 
BRCA1, BRCA2 i RAD51 interaccionen i es colocalitzen en el nucli a les regions 
cromosòmiques que duen a terme la replicació del DNA, marcades amb l’antigen 
nuclear de proliferació cel·lular (PCNA, de Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Scully 
et al., 1997c), mentre que en cèl·lules meiòtiques les tres proteïnes s’associen amb 
elements axials al llarg dels complexos sinaptinemals (Scully et al., 1997c; Chen et
al., 1998b).

La funció de BRCA1 i BRCA2 es regula per fosforilació durant la progressió del 
cicle cel·lular i, com s’explica amb més detall en l’apartat 1.5.3, en resposta al dany 
al DNA. BRCA1 és hiperfosforilada al final de la fase G1 i en la fase S (coincidint 
amb l’augment d’expressió) i és desfosforilada a la fase M (Ruffner et al., 1999). De 
forma contrària, estudis recents mostren que la forma activa de BRCA2 seria la 
desfosforilada (Lin et al., 2003; Esashi et al., 2005). Així, BRCA2 és hiperfosforilada 
en la fase M i comença a desfosforilar-se quan la cèl·lula abandona la fase M i entra 
en la interfase. Els resultats d’aquest treballs mostren que una BRCA2 fosforilada és 
incapaç d’unir-se a proteïnes importants per dur a terme la seva funció, com són 
P/CAF i RAD51.  

Regulació de la transcripció dels gens BRCA

El promotor de BRCA1 conté diverses regions que regulen la seva expressió a 
través de la unió de proteïnes activadores i repressores (Welcsh i King, 2001). Per 
exemple, la proteïna Id4 (Inhibitor of DNA binding 4) inhibeix l’expressió de BRCA1
(Beger et al., 2001). La sobreexpressió d’Id4 s’associa a un creixement cel·lular 
independent d’ancoratge, característica fonamental de les cèl·lules tumorals. En les 
cèl·lules mamàries normals els estrògens redueixen l’expressió d’Id4, augmentant-
se així l’expressió de BRCA1. Segons els autors, les cèl·lules de l’epiteli mamari 
sense receptors d’estrògens (ER, d’Estrogen Receptor) (ER-) serien insensibles a 
aquesta regulació negativa i sobreexpressarien Id4, expressarien poc BRCA1 i
presentarien un creixement independent d’ancoratge. 

D’altra banda, NF- B activa la transcripció de BRCA2 (Wu et al., 2000). Aquest 
factor de transcripció regula l’expressió de gens amb papers crítics per l’apoptosi, la 
tumorogènesi i la inflamació i estimula la progressió del cicle cel·lular en cèl·lules 
tumorals mamàries ER- (Biswas et al., 2000). 
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1.5 FUNCIONS DE LES PROTEÏNES BRCA1 I BRCA2 

BRCA1 i BRCA2 són proteïnes de grans dimensions que interaccionen amb un 
elevat nombre d’altres proteïnes. A més, presenten un patró d’expressió i una 
localització cel·lular similars. Tot plegat suggereix que les proteïnes BRCA 
exerceixen múltiples funcions biològiques, algunes d’elles comunes. De forma 
genèrica, participen en el manteniment de l’estabilitat del genoma en resposta al 
dany al DNA, protegint-lo en front de possibles danys endògens (com problemes en 
la replicació o l’acumulació d’espècies reactives d’oxigen) o exògens (com la llum 
ultraviolada o la radiació ionitzant). Mentre que la funció de BRCA2 es limita 
bàsicament al propi procés de reparació de les lesions, BRCA1 respon al dany al 
DNA participant en vies cel·lulars responsables de la reparació, la transcripció i la 
regulació del cicle cel·lular (Scully i Livingston, 2000; Welcsh i King, 2001) (figura 5).
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Figura 5 Múltiples funcions de la proteïna BRCA1 en resposta al dany al DNA. Quan 
es produeix una lesió al DNA, BRCA1 interacciona amb moltes altres proteïnes (com 
BRCA2) per regular la reparació del DNA, la transcripció i el cicle cel·lular.   

BRCA1 està implicada en tots aquests processos principalment com a component 
del gran complex proteic BASC (BRCA1-Associated genome Surveillance Complex)
(Wang et al., 2000), que inclou proteïnes de detecció del dany al DNA (com l’ATM, 
d’Ataxia Telangiectasia Mutated) i múltiples proteïnes de reparació. Recentment, 
s’ha descobert que BRCA1 podria estar també implicada en la inactivació del 
cromosoma X (Ganesan et al., 2002). 
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1.5.1 Reparació del DNA 

El dany més nociu en el DNA, induït per radiació ionitzant, és l’aparició de 
trencaments de la doble cadena del DNA (DSB, de Double Strand Breaks). Les 
cèl·lules de mamífers presenten tres possibles mecanismes de reparació dels DSBs. 
La via més habitual, i també la més precisa, és la recombinació homòloga (RH).
Les altres dues vies, la SSA (Single-Strand Annealing) (un model de reparació per 
recombinació homòloga no conservativa) i la unió d’extrems no homòlegs (NHEJ, de 
NonHomologous End-Joining), són menys precises i es consideren vies propenses 
a l’error. En cèl·lules en les que no funciona la RH, la reparació del dany al DNA 
s’efectua per aquestes altres vies, apareixent anomalies cromosòmiques i 
inestabilitat genètica, ambdues característiques de les cèl·lules tumorals. 

Diversos experiments en cèl·lules de rosegadors i de tumors humans amb BRCA2 
no funcional indiquen que aquesta proteïna participa exclusivament en la RH 
(Moynahan et al., 2001; Tutt et al., 2001; Xia et al., 2001). El paper principal de 
BRCA2 en la reparació dels DSBs mitjançant RH és a través del control de la 
recombinasa RAD51, l’homòleg eucariota de RecA (figura 6). In vitro, RAD51 
polimeritza amb DNA de cadena senzilla i actua de mitjancer en les reaccions 
d’intercanvi i aparellament de cadenes entre DNA homòleg, una de les primeres 
fases de la RH (revisat per West et al., 2003). En canvi, tot i que BRCA1 participa 
juntament amb BRCA2 i RAD51 en la RH, experiments en cèl·lules amb un BRCA1
mutat suggereixen que la proteïna BRCA1 intervé també en la SSA i la NHEJ 
(Snouwaert et al., 1999; Bau, 2005). 
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Figura 6  Model sobre el paper de les proteïnes BRCA en la 
reparació del DNA. Tret de Yoshida i Miki, 2004.   
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La funció de BRCA1 en la reparació és més general que la de BRCA2. BRCA1 
representa un lligam entre els components sensors (com l’ATM) i els efectors (com 
el complex MRN, MRE11-RAD50-NBS1) de la resposta al dany al DNA, aconseguint 
que aquesta resposta sigui adequada a la lesió inicial (Yoshida i Miki, 2004). En la 
figura 6 es mostra el model proposat per Yoshida i Miki segons el qual, en resposta 
als trencaments de doble cadena, l’ATM fosforila BRCA1 i aquesta, juntament amb 
BRCA2 i RAD51, activa la reparació del DNA mitjançant la RH, amb el reclutament 
del complex MRN cap als llocs on hi ha les lesions, perquè siguin reparades. 

D’altra banda, recentment s’ha descobert que BRCA2 és idèntic a FANCD1, un 
membre del complex de proteïnes de l’anèmia de Fanconi (D’Andrea i Grompe, 
2003). En resposta al dany al DNA, el complex FANC (format per les proteïnes A, C, 
E, F i G) activa la monoubiqüitinització de FANCD2, que es trasllada als foci
nuclears que contenen BRCA1, BRCA2 i RAD51. Tot plegat suggereix l’existència 
d’una via comuna FANC/BRCA de reparació del DNA. 

1.5.2 Regulació de la transcripció 

En resposta al dany al DNA, BRCA1 regula la transcripció de diversos gens 
implicats en la reparació i el control del cicle cel·lular. Per exemple, estudis basats en 
la tecnologia de microarrays mostren que una sobreexpressió de BRCA1 estimula la 
transcripció de p53 i de factors de resposta a l’estrès com p21 i GADD45
(MacLachlan et al., 2002) (figura 7).
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Figura 7 Paper de BRCA1 en la regulació de la transcripció 
després de l’exposició a radiació ionitzant. Tret de Yoshida 
i Miki, 2004. 
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La radiació ionitzant activa l’ATM, la qual fosforila CtIP per dissociar el complex CtIP-
CtBP-BRCA1. L’alliberament de BRCA1 permet que aquest activi la transcripció de 
p21 i GADD45, amb la conseqüent aturada del cicle cel·lular (en G1-S i G2-M), 
necessària perquè la lesió sigui reparada. 

La capacitat de regulació transcripcional de BRCA2 és menys coneguda. Estudis 
inicials van suggerir que el producte de l’exó 3 de BRCA2 (aminoàcids 18-105) 
activava la transcripció i que, com en BRCA1, mutacions en aquesta regió abolien 
aquesta capacitat (Milner et al., 1997). Addicionalment, experiments posteriors van 
suggerir que l’activació de la transcripció per part de BRCA2 podria venir de la seva 
interacció amb proteïnes que participen en la remodelació de la cromatina. 

1.5.3 Remodelació de la cromatina 

La cromatina és l‘estructura en la que s’organitza i s’empaqueta el DNA en el nucli 
de les cèl·lules eucariotes. La unitat primària és el nucleosoma, format per un 
octàmer d’histones i un fragment de DNA que embolcalla cada octàmer. La 
remodelació de la cromatina (o control de l’estructura cromatínica), es regula 
mitjançant diferents modificacions epigenètiques (metilació del DNA, acetilació/ 
desacetilació i metilació d’histones) i el complex de remodelació SWI/SNF.
L’acetilació de les histones fomenta una estructura oberta de la cromatina, fent el 
DNA més accessible a les proteïnes de reparació en els llocs on s’ha produït una 
lesió i facilitant la unió dels factors de transcripció en les regions promotores dels 
gens que s’han de regular (Lefebvre et al., 1998). En aquest sentit, s’ha observat 
que els complexos activadors de la transcripció posseeixen funcions 
d’acetiltransferases d’histones (Kuo et al., 1998), i que, contràriament, els complexos 
corepressors tenen activitat desacetilasa (Wong et al., 1998). 

Diversos estudis mostren que BRCA1 interacciona amb el complex de remodelació 
de la cromatina SWI/SNF (Bochar et al., 2000), amb enzims modificadors d’histones 
(p300/CBP i HDAC) (Yarden i Brody, 1999; Pao et al., 2000) i amb helicases, com 
BLM i BACH1 (Wang et al., 2000; Cantor et al., 2001). La observació que mutacions 
que predisposen al càncer redueixen l’afinitat de BRCA1 per aquestes proteïnes 
suggereix que la remodelació de la proteïna és un mecanisme important en la funció 
de BRCA1 com a supressor tumoral (Ye et al., 2001). 

D’altra banda, diversos experiments de transactivació in vitro van suggerir que la 
capacitat d’activació de la transcripció de BRCA2 podia ser indirecta a través de la 
seva interacció amb P/CAF i p300/CBP, proteïnes amb capacitat acetitransferasa 
d’histones (Fuks et al., 1998; Scully i Livingston, 2000; Welcsh et al., 2000). 
Addicionalment, altres autors han observat que la pròpia BRCA2 posseeix activitat
acetiltransferasa d’histones (Siddique et al., 1998). Recentment, s’ha descrit la 
interacció de BRCA2 amb una nova proteïna que intervé en el procés de 
remodelació de la cromatina: la proteïna EMSY (Hugues-Davies et al., 2003). 
L’EMSY inhibeix l’activitat transcripcional de BRCA2 i s’ha suggerit que podria 
funcionar com un repressor transcripcional general.
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1.5.4 Ubiqüitinització 

Els dominis en anell de zinc, com el de BRCA1 N-terminal, freqüentment s’associen 
a una activitat ubiqüitina ligasa, la qual polimeritza ubiqüitina en una proteïna diana 
que és degradada al proteosoma. La interacció BRCA1-BARD1 a través dels 
dominis en anell de zinc forma un heterodímer amb activitat ubiqüitina ligasa 
(Hashizume et al., 2001). Els substrats de la degradació són poc coneguts, però 
podrien ser proteïnes nuclears implicades en la reparació del dany al DNA o la
transcripció.

En relació amb això, BRCA1 participa en la reparació acoblada a la transcripció,
procés que atura la transcripció (desplaçant o degradant la RNA polimerasa) dels 
gens on s’ha produït una lesió perquè aquesta sigui reparada. Starita i Parvin (2003) 
proposen un model  segons el qual, l’heterodímer BRCA1-BARD1 controlaria el 
manteniment de la integritat cromosòmica mitjançant l’exploració de gens actius 
associats a l’holoenzim de la RNA polimerasa II (figura 8). 

(I) (II)

(IV)(V)

(III)

Figura 8  Model que relaciona la ubiqüitinització i altres funcions de BRCA1 
amb  el manteniment de l’estabilitat cromosòmica. Quan es localitza una lesió 
en el DNA (I), BRCA1 ubiqüitinitza l’holoenzim de la RNA polimerasa II, 
marcant-la així per a la seva destrucció (II). Aleshores, la lesió queda lliure 
perquè s’hi uneixi BRCA1 (III) i atregui factors de reparació, com el complex 
MRE11-RAD50-NBS1 (IV). Finalment, la lesió és reparada (V). Extret de 
Starita i Parvin, 2003. 

1.5.5 Control del cicle cel·lular 

BRCA1 també ha estat implicada en la regulació dels sistemes de vigilància 
(checkpoints) del cicle cel·lular (Yarden et al., 2002; Xu et al., 2001 i 2002). Aquest 
punts de control són essencials per la supervivència cel·lular perquè, aturant el cicle, 
eviten la propagació del dany i permeten la reparació de la lesió. Diversos estudis 
indiquen que BRCA1 controla principalment el punt G2-M, el qual evita que la cèl·lula 
entri en mitosi si hi ha un dany al DNA (Larson et al., 1997). 
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Els mecanismes mitjançant els quals BRCA1 regula diferents checkpoints podrien 
estar relacionats amb l’actuació de quinases de resposta al dany al DNA. El treball 
de Ruffner et al. (1999) mostra que BRCA1 és hiperfosforilada durant la fase G1 
tardana i la fase S per complexos CDK2-ciclina que controlen la transició G1-S, i és 
desfosforilada a la fase M. D’altra banda, el paper de l’ATM, l’ATR i CHEK2
fosforilant BRCA1 en resposta al dany al DNA, és un procés crític per la 
tumorogènesi. Quan es produeix un dany al DNA, l’ATM i les ATR (ATM-Related 
kinases) fosforilen BRCA1 en diverses serines crítiques (Cortez et al., 1999; 
Kennedy et al., 2004). Mentre que la resposta a les lesions degudes a radiació 
ionitzant podria estar controlada per l’ATM via CHEK2 (Checkpoint Kinase 2) (Lee et 
al., 2000), l’activitat de l’ATR és independent de l’ATM i s’indueix per la llum 
ultraviolada o la hidroxiurea. El mecanisme precís d’intervenció de BRCA1 
fosforilada en els checkpoints es desconeix, però podria estar relacionat amb la 
regulació de la transcripció de diverses proteïnes de checkpoints, com p21 i 
GADD45 (figura 7).

Pel que fa a BRCA2, sembla que tindria un paper més indirecte en la regulació del 
cicle cel·lular. Estudis recents indiquen que BRCA2 podria participar en la regulació 
de la transició G2-M a través de la seva interacció amb la proteïna BRAF35
(BRCA2-Associated Factor 35) (Marmorstein et al., 2001). Els autors suggereixen 
que el complex BRCA2/BRAF35 podria regular la progressió de la metafase. Tot i 
que la regulació per fosforilació de BRCA2 és menys coneguda que la de BRCA1, 
recentment s’ha descrit la fosforilació de la serina 3291 en l’extrem C-terminal de la 
proteïna per part de diverses CDKs (Esashi et al., 2005). La fosforilació és baixa 
durant la fase S (quan la recombinació és activa) i augmenta a mesura que avança 
la mitosi, bloquejant la interacció entre BRCA2 i RAD51. Quan hi ha un dany al DNA, 
s’atura la progressió del cicle cel·lular i disminueix la fosforilació de BRCA2, de 
manera que s’afavoreix la formació del complex de reparació BRCA2-RAD51 (figura 
6).

1.5.6 Les funcions BRCA i la susceptibilitat al càncer 

El càncer és una malaltia deguda a alteracions genètiques. Al llarg de la vida, el 
DNA va acumulant canvis que poden activar protooncogens o inactivar gens 
supressors de tumors. La inestabilitat genètica que condueix a l’aparició del tumor 
augmenta degut al dany acumulat i a les deficiències dels sistemes de reparació. 
Com en altres gens involucrats en càncer hereditari, els al·lels de BRCA1 i BRCA2
que predisposen al càncer contenen mutacions que causen la pèrdua o la reducció 
de la funció del gen. La predisposició s’hereta a través de la línia germinal com un 
tret genètic dominant, mentre que l’al·lel mutat es comporta com a recessiu en les 
cèl·lules somàtiques. Per tant, amb la transmissió d’una sola còpia de l’al·lel mutat 
s’hereta la predisposició, mentre que la pèrdua o inactivació posterior de l’al·lel 
salvatge significa la completa inactivació de les funcions del gen. 

Encara que com acabem de veure les proteïnes BRCA1 i BRCA2 han estat 
implicades en múltiples funcions cel·lulars, els mecanismes concrets que determinen 
la seva activitat supressora de tumors no estan definits. Els resultats de Yarden et 
al. (2002) en BRCA1, extrapolables a BRCA2, suggereixen que les proteïnes BRCA 
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per sí mateixes no contribueixen a la transformació cel·lular, sinó que la pèrdua de 
BRCA1 i BRCA2 permetria a la cèl·lula superar el punt G2-M del cicle cel·lular i 
acumular dany al DNA. En les cèl·lules amb almenys una còpia intacta del gen, 
aquest dany podria ser reparat o conduir a l’apoptosi, però en cèl·lules sense BRCA1 
o BRCA2 funcionals, es podrien acumular mutacions en diversos gens. Si aquests 
són essencials per la regulació del cicle cel·lular, com ara p53, es produiria un 
descontrol del cicle amb la conseqüent conversió de l’epiteli normal cap a un fenotip 
transformat (Lee et al., 1999). 

1.5.7 Paper dels estrògens en la funció BRCA i la progressió tumoral 

Els individus portadors de mutacions germinals en els gens BRCA1 i BRCA2
presenten una alta probabilitat de desenvolupar càncer i, tot i que les proteïnes 
BRCA tenen funcions universals per totes les cèl·lules, l’increment més notable del 
risc es limita als carcinomes de mama i ovari, els dos principals teixits diana dels
estrògens (Ford et al., 1994; Johannsson et al., 1999). L’expressió de BRCA1 i 
BRCA2 augmenta durant la pubertat i l’embaràs, quan les concentracions 
d’estrògens en sang són elevades (Gudas et al., 1995; Marks et al., 1997; Spillman i 
Bowcock, 1996). 

Els estrògens són un conegut factor promotor del carcinoma de mama esporàdic,
però la seva relació amb el càncer de mama hereditari és menys coneguda (revisat 
per Noruzinia et al., 2005). Diversos estudis mostren l’existència d’interaccions entre 
les proteïnes BRCA i els estrògens. Com s’ha dit, els estrògens podrien activar 
l’expressió de BRCA1 a través de la inhibició de la proteïna Id4. A més, estudis de 
transfecció transitòria van mostrar que BRCA1 inhibia la resposta de l’ER  depenent 
de lligand (estrogen) i bloquejava la funció d’activació de la transcripció del receptor 
(Fan et al., 1999). Aquests resultats suggereixen que BRCA1 suprimeix les vies 
transcripcionals dependents dels estrògens relacionades amb la proliferació de les 
cèl·lules de l’epiteli mamari i ovàric i que la pèrdua d’aquesta habilitat contribueix a la 
tumorogènesi.

Així, sembla que els estrògens podrien participar en la formació de tumors de mama 
i d’ovari en individus portadors d’un al·lel BRCA mutat. Com ja s’ha explicat en 
l’apartat anterior, la iniciació tumoral requereix la pèrdua del segon al·lel. D’acord 
amb el model de Knudson, el segon al·lel de BRCA1 o BRCA2 podria ser inactivat 
per processos genètics (com delecions i mutacions) o durant processos epigenètics 
(com la metilació de les regions promotores del gen) (vegeu apartat 3.1). En aquest 
sentit, els estrògens afavoreixen la inactivació del segon al·lel per dos 
mecanismes: d’una banda, augmenten la probabilitat d’aparició de mutacions degut 
a l’estimulació de la proliferació cel·lular (i per tant de la replicació i del dany al DNA 
en cèl·lules ER+) i per l’altra, els seus metabòlits genotòxics tenen un efecte 
mutagènic directe en el DNA. La combinació de l’acció promotora de la proliferació 
cel·lular deguda als estrògens i de la manca de reparació del DNA (causada per la 
pèrdua de BRCA), podria augmentar la freqüència de mutacions en diversos gens, 
que conduirien a la carcinogènesi en les cèl·lules de la mama i l’ovari (figura 9) 
(Noruzinia et al., 2005). 
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Figura 9 Model hipotètic sobre el paper de la inactivació de BRCA1 en la carcinogènesi  
induïda per estrògens. Els estrògens estimulen la proliferació cel·lular a través del seu 
receptor (ER) i l’expressió de BRCA1. En algunes cèl·lules (en vermell), poden aparèixer 
lesions en el DNA degut a errors en la replicació. Amb BRCA1 normal es frena la 
proliferació i s’estimula la reparació. En canvi, amb BRCA1 mutat, segueixen apareixent 
lesions al DNA i no es pot frenar l’augment de la proliferació deguda als estrògens. A 
més, augmenten els metabolits genotòxics dels estrògens que causen més dany al 
DNA. Tot plegat condueix a l’aparició d’una inestabilitat genòmica i cromosòmica que 
provoca la formació del tumor.      

2 MUTACIONS GERMINALS EN ELS GENS BRCA1 I BRCA2

El banc de dades internacional Breast Cancer Information Core (BIC) recull la 
informació de centenars de mutacions detectades en els gens BRCA1 i BRCA2 (la 
majoria en famílies amb múltiples casos de càncer de mama o d’ovari), així com del 
tipus de pacient estudiat i la tecnologia utilitzada. Fins al moment, s’han identificat 
més de 1.500 variants diferents en BRCA1 i gairebé 1.900 en BRCA2, incloent 
mutacions, polimorfismes i variants d’efecte biològic desconegut, el 60% de les quals 
s’han detectat només una vegada. En ambdós casos, les mutacions es troben 
distribuïdes al llarg de tota la seqüència del gen i no s’han observat “punts calents” 
en els que s’acumuli un major nombre de mutacions. Com s’explicarà en l’apartat 
2.4, només algunes de les mutacions identificades en els gens BRCA apareixen de 
forma recurrent en determinades poblacions, degut principalment a l’existència 
d’efectes fundadors. 
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2.1 TIPUS DE MUTACIONS 

La majoria de les mutacions descrites fins al moment són insercions o delecions 
d’una o poques bases que solen causar el desplaçament del marc de lectura 
(frameshift). També són freqüents les substitucions d’una sola base que causen 
l’aparició directa d’un codó de terminació (nonsense) i les que afecten els llocs 
d’splicing, les quals alteren la seqüència consens que els complexos de 
processament del pre-mRNA han de reconèixer per eliminar els introns. Les 
mutacions d’splicing poden causar la deleció parcial o completa (exon skipping)
d’exons o la inserció de seqüències intròniques. A més de mutacions en la 
seqüència consens, variacions en regions exòniques poden alterar també la 
maduració del mRNA. L’efecte final d’aquests tipus de mutacions es preveu que 
sigui la síntesi d’una proteïna truncada i, per tant, una pèrdua de funció.

Les substitucions de bases poden provocar el canvi d’aminoàcids (mutacions 
missense) i conduir a l’alteració de l’estructura o la funció de la proteïna. El significat 
biològic de la majoria d’aquestes mutacions és, però, molt difícil d’avaluar i moltes 
d’elles es consideren variants d’efecte biològic desconegut (o variants no 
classificades). Com s’explicarà en l’apartat 2.6, hi ha diverses estratègies que poden 
ajudar a dilucidar el seu possible efecte patogènic. 

Addicionalment, els gens BRCA presenten grans reordenaments cromosòmics,
com insercions, delecions o duplicacions de més de 500 kb de DNA. Fins i tot, poden 
consistir en l’absència de tot el gen. La caracterització molecular d’aquestes 
mutacions mostra que la majoria dels grans reordenaments apareixen per 
recombinacions entre seqüències repetides de tipus Alu, elements molt freqüents 
sobretot en el gen BRCA1.

2.2 MÈTODES DE DETECCIÓ DE MUTACIONS 

A causa de les grans dimensions del gens BRCA i al fet que les mutacions es 
reparteixin al llarg de tota la seqüència, la recerca de mutacions és un procés llarg i 
laboriós. Alguns dels mètodes més utilitzats pel cribratge de mutacions combinen 
l’anàlisi de la proteïna truncada (PTT, de Protein Truncation Test), l’anàlisi de 
conformacions de cadena senzilla (SSCP, de Single Strand Conformation 
Polymorphism) i la seqüenciació posterior dels fragments amb una mobilitat 
anòmala per tal d’identificar la mutació. En general, llevat de la seqüenciació, la 
sensibilitat dels mètodes citats varia entre el 60 i el 70% (Ford et al., 1998). Altres 
mètodes, com ara l’electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant (DGGE, de
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) o la cromatografia líquida d’alta ressolució 
(HPLC, de High Performance Liquid Chromatography) augmenten la sensibilitat 
considerablement, i per això són utilitzats de forma creixent en els laboratoris. 

L’anàlisi dels gens BRCA1 i BRCA2 generalment es realitza a partir de mostres de 
DNA genòmic per la seva practicabilitat, tot i que també es pot utilitzar mRNA. En 
aquests casos cal tenir en compte l’existència d’un mecanisme cel·lular anomenat 
nonsense-mediated mRNA decay (NMD), que degrada els mRNAs que contenen un 
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codó d’aturada prematura de la traducció. Aquest fenomen impedeix la detecció del 
producte (mRNA o proteïna) generat per l’al·lel mutat (Perrin-Vidoz et al., 2002). 

Per una altra banda, cap dels mètodes descrits no pot detectar grans
reordenaments en heterozigosi i calen metodologies addicionals per detectar 
aquest tipus d’alteracions (revisat per Mazoyer et al., 2005). Actualment es disposa 
d’una tècnica de quantificació genòmica basada en la hibridació de múltiples sondes 
específiques per cada exó del gen a estudiar (MLPA, de Multiple-Ligand dependent 
Probe Amplification) (Schouten et al., 2002), que permet determinar simultàniament 
el nombre relatiu de còpies de tots els exons amb una elevada sensibilitat. Donada 
la seva practicabilitat, s’està incorporant ràpidament a l’algoritme d’anàlisi completa 
dels gens BRCA.

2.3 FREQÜÈNCIA DE MUTACIONS 

L’anàlisi molecular dels gens BRCA1 i BRCA2 en diferents poblacions mostra un 
ampli espectre de mutacions i una prevalença mutacional molt variable depenent 
dels criteris de selecció de les famílies o pacients, del seu origen ètnic i dels 
mètodes de detecció utilitzats. 

Població general 

Les freqüències dels al·lels de BRCA mutats en la població general (excloent 
població jueva asquenasita i islandesa), no s’han calculat directament, però s’han 
obtingut estimacions que varien entre el 0,05% i el 0,26% per BRCA1, i el 0,08% i el
0,34% en el cas de BRCA2 (Ford i Easton, 1995; Peto et al., 1999; Antoniou et al.,
2000). En països o grups ètnics amb mutacions fundadores altament prevalents, 
aquests percentatges són significativament més elevats. Per exemple, en població 
jueva asquenasita s’ha estimat que un 2,5% dels individus presenten una de les 
tres mutacions fundadores identificades en els gens BRCA (Struewing et al., 1995; 
Oddoux et al., 1996; Hartge et al., 1999). A Islàndia, es calcula que el 0,6% dels 
individus són portadors d’una mutació fundadora en BRCA2 (Thorlacius et al., 1996). 

Individus afectes no seleccionats per la història familiar 

En estudis poblacionals, en els que s’inclouen dones amb càncer de mama o ovari 
no seleccionades segons els antecedents familiars, normalment s’analitzen dones 
diagnosticades a una edat precoç, ja que són les més susceptibles de presentar una 
mutació en BRCA1 o BRCA2. A la taula 4 es resumeixen les freqüències de 
mutacions en els gens BRCA obtingudes en estudis poblacionals fets en dones no 
jueves amb càncer de mama. 
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Taula 4 Freqüència de les mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en dones amb càncer de 
mama no seleccionades per la història familiar.

* Estudis en els quals només s’ha analitzat un dels dos gens BRCA.

Referència País Nº de 
pacients

Edats
estudiades

BRCA1
%

BRCA2
%

Total
%

Europa 

 Thorlacius et al. (1997)*  Islàndia  632 Totes - 7,7 -

 Garcia-Patiño et al. (1998)*  Espanya  105 Totes 5,7 - -

 De Sanjosé et al. (2003)  Espanya  136 < 46 0,7 5,9 6,6

 Martínez-Ferrandis et al. (2003)  Espanya  124 < 41 0,8 4,8 5,6

 Bonadona et al. (2005) França  232 < 46 6,5 2,6 9,1

 Peto et al. (1999)  Gran Bretanya  254 < 36 3,5 2,4 5,9

 Anglian BCSG (2000)  Gran Bretanya  1.435 < 55 0,7 1,3 2,0

 Van Der Looij et al. (2000a)  Hongria  500 Totes 3,4 0,2 3,6

 Papelard et al. (2000)*  Holanda  642 27 – 91 1,6 - -

 Syrjakoski et al. (2000)  Finlàndia  1.035 Totes 0,4 1,5 1,8

 Loman et al. (2001)  Suècia  234 < 41 6,8 2,1 9,0

Amèrica del Nord 

 Malone et al. (2000)  Estats Units  203 < 35 5,9 3,4 9,4

 Tonin et al. (2001)  Canadà  61 < 40 6,6 6,6   13,2 

Austràlia

 Hopper et al. (1999)  Austràlia  388 < 40 2,3 2,3 4,6

Àsia

 Katagiri et al. (1996)*  Japó  103 < 35 3,9 - -

 Emi et al. (1998)*  Japó  1.000 Totes 0,8 - -

 De Leon Matsuda et al. (2002)  Filipines  294 25 – 64 1,0 4,1 5,1

 Liede et al. (2002)  Paquistan  341 Totes 4,4 2,3 6,7

L’estudi poblacional més ampli fins ara publicat (Anglian Breast Cancer Study Group, 
2000), fet en 1.435 dones britàniques amb càncer de mama diagnosticat abans dels 
55 anys, va trobar unes freqüències del 0,7% per BRCA1 i de l’1,3%, per BRCA2.
Els autors van estimar també les freqüències en tres grups classificats segons l’edat 
al diagnòstic (<35 anys, 35-44 anys i 45-54 anys) i, com era previsible, els valors 
augmentaven a mida que disminuïa l’edat al diagnòstic. De forma rellevant, les 
dones diagnosticades abans dels 35 anys presentaven una prevalença 
significativament més elevada de mutacions en BRCA2 (8,3%) respecte BRCA1
(4,1%).

En dones jueves asquenasites, dos estudis fets en dones amb càncer de mama 
diagnosticat abans dels 40 anys mostren que aproximadament el 20% presenta una 
mutació en BRCA1 o BRCA2 (Neuhausen et al., 1996; Offit et al., 1996). 
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Famílies amb càncer de mama i ovari hereditari 

En famílies amb CMOH la prevalença de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en 
general és més elevada en aquelles famílies amb tres o més casos (alt risc) que en 
famílies amb només dos casos (risc moderat) (taula 5). Addicionalment, la presència 
d’algun cas de càncer d’ovari o d’un home amb càncer de mama es relaciona amb 
un augment de la freqüència de mutacions. D’altra banda, el percentatge de 
mutacions pot variar en funció de la capacitat de detecció de la metodologia 
utilitzada en cada estudi. 

Taula 5 Freqüència de les  mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en famílies amb CMOH.

Referències País/
Població Mètodes de detecció Famílies

Risc n 
BRCA1

%
BRCA2

%
Total

%

Europa 

 Kiechle et al. (2000) Alemanya DHPLC  110  37,3  10,0  47,3 

 Meindl et al. (2002) Alemanya DHPLC, PTT, SD, SSCP Total* 989  21,3  9,1  30,4 

 Meyer et al. (2003) Alemanya DHPLC Total* 188  16,0   10,1  26,1 

 Claes et al. (2004) Bèlgica DGGE, HA, MLPA, PTT Total 291  15,8  8,6  24,4 

 91  26,4  13,2  39,6 

 200  11,0  6,5  17,5 

 Fricker et al. (2000) França PTT, SD Total* 37  37,8  -  - 

 Ladopoulou et al. (2002) Grècia PTT, SSCP  37  16,2  5,4  21,6 

 Santarosa et al. (1999) Itàlia PTT, SSCP Total* 57  15,8  21,0  36,8 

 Ottini et al. (2000) Itàlia PTT, SSCP  55  5,5  5,5  11,0 

 Stuppia et al. (2003) Itàlia PTT, SSCP  68  7,3  4,4   11,7 

 Gorski et al. (2004) Polònia SD  200  61,0  3,5  64,5 

 Manguoglu et al. (2003) Turquia DGGE, PTT  23  8,7  4,3  13,0 

Altres

 Gao et al. (2000) Afroamericana HA, PTT, SSCP  28  3,6   14,3  17,9 

 Mann et al. (2006) Austràlia DHPLC  747  16,3  14,3  30,6 

 Reeves et al. (2004) Sud Àfrica HA/SSCP, PTT  90  20  -  - 

Risc:  : alt (  3 casos CM/CO o CM en home) ;  : moderat (2 casos CM/CO).  
Total* : no s’especifiquen les mutacions trobades en els diferents grups de risc.  
SD : seqüenciació directa 

En les famílies d’alt risc, la majoria d’estudis mostren freqüències de mutacions 
entre aproximadament el 20 i el 40%, encara que en poblacions amb efectes 
fundadors com la polonesa s’assoleixen valors de fins el 64,5% (Gorski et al., 2004). 
En canvi, la proporció de famílies de risc moderat amb mutació es troba 
aproximadament entre el 10 i el 20% en les diferents sèries.  

Pel que fa als grans reordenaments, la seva proporció respecte el total de 
mutacions identificades en famílies amb CMOH varia segons les poblacions. En 
BRCA1, a França i Alemanya la proporció és relativament baixa, del 9,5 i 8%
respectivament (Gad et al., 2002; Hartmann et al., 2004), mentre que en altres 
poblacions representen un percentatge més elevat: 27% a Holanda (Hogervorst et
al., 2003) i 40% en una petita sèrie a Itàlia (Montagna et al., 2003). En BRCA2 no hi 
ha tants estudis publicats, però sembla que els grans reordenaments expliquen un 
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menor nombre de famílies que en BRCA1. Per exemple, a França, Tournier et al.
(2004) van estimar que el 10% de les mutacions identificades en el gen BRCA2 eren 
grans reordenaments i a Itàlia, Agata et al. (2005) descriuen una proporció similar 
(11%).

2.4 MUTACIONS RECURRENTS 

Tot i que la majoria de mutacions BRCA s’han trobat en una única família, algunes 
són recurrents en individus d’ètnies o poblacions geogràficament definides, degut a 
efectes fundadors. Aquestes mutacions apareixen en un grup relativament petit 
d’ancestres o “fundadors” i, amb l’expansió de la població en generacions 
successives, l’endogàmia i l’aïllament, es poden convertir en alteracions altament 
recurrents. A més, existeixen mutacions presents en més d’una família que provenen 
d’esdeveniments mutacionals independents. En la taula 6 es mostren algunes de 
les mutacions fundadores més prevalents. 

Taula 6 Exemples de mutacions fundadores en BRCA1 i BRCA2. Tret de Nagy et al., 2004. 

Població BRCA1 BRCA2 Referències 

Afroamericana M1775R, 1832del5, 5296del4 Gao et al. (1997) 
Anglesa 4184del4 2157delG Evans et al. (2004) 
Escocesa 2800delAA Liede et al. (2000) 
Francocanadenca C4446T 8765delAG Simard et al. (1994), Tonin et al. (1999) 
Holandesa 2904delAA, del510, del3835 5573insA Peelen et al. (1997); Petrij-Bosch et al. (1997) 
Islandesa 999del5 Thorlacius et al. (1996) 
Jueva asquenasita 185delAG, 5382insC 6174delT Struewing et al. (1995), Neuhausen et al. (1996), 

Tonin et al. (1996) 
Noruega 1675delA, 1135insA Andersen et al. (1996) 
Polonesa 5382insC, C61G, 4153delA Gorski et al. (2000) 
Russa 5382insC, 4153delA Gayther et al. (1997a) 
Sueca Q563X, 3166ins5, 1201del1,  4486delG Johannsson et al. (1996), Håkansson et al. (1997)

2594delC 

En població jueva asquenasita, per exemple, s’han identificat dues mutacions 
fundadores en BRCA1 (185delAG i 5382insC) i una en BRCA2 (6174delT) 
(Struewing et al., 1995; Neuhausen et al., 1996; Tonin et al., 1996). S’ha calculat que 
aproximadament un 2,5% dels individus de la població general i un 59% de les 
famílies d’alt risc són portadors d’una d’aquestes tres mutacions (Levy-Lahad et al.,
1997). Encara que la majoria de les famílies portadores de la mutació BRCA1
185delAG són asquenasites, també s’ha identificat en altres grups jueus (Bar-Sade 
et al., 1998). La presència de la mutació en famílies espanyoles associada al mateix 
haplotip que el present a jueus asquenasites (Díez et al., 1999) suggereix un origen 
antic i comú de la mutació en població jueva, tant sefardita (espanyola) com 
asquenasita. A més, aquesta mutació està associada a un haplotip diferent en 
individus no jueus, en tres famílies de Gran Bretanya (Xu et al., 1997), fet que 
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implica dos o més esdeveniments mutacionals independents en aquesta posició. 
D’altra banda, la mutació BRCA2 6174delT, que no apareix en població espanyola, 
sembla restringida als jueus asquenasites, indicant un origen més recent que el de 
185delAG. La mutació BRCA1 5386insC sembla ser d’origen bàltic i és comuna a 
Polònia, Rússia i altres parts de l’Europa de l’est. Si bé apareix en la majoria de 
poblacions europees, fins al moment no s’ha identificat en l’espanyola. 

Una deleció en l’exó 9 de BRCA2, 999del5, és excepcionalment freqüent a Islàndia.
És present en el 0,6% dels islandesos i es relaciona fins amb un 40% dels casos de 
càncer de mama en homes d’aquesta població (Thorlacius et al., 1996). A 
Finlàndia, aquesta mutació és la més comuna de les catorze mutacions recurrents 
identificades en els gens BRCA. La presenten el 17% de totes les famílies 
BRCA1/BRCA2 i un terç de les famílies BRCA2 (Sarantaus et al., 2000). Els 
resultats obtinguts de l’estudi dels haplotips en famílies islandeses i finlandeses 
portadores semblen indicar un origen ancestral comú a Islàndia i a Finlàndia, encara 
que no es poden descartar diversos esdeveniments mutacionals (Barkardottir et al.,
2001).

Diversos estudis realitzats en població espanyola indiquen que no hi ha mutacions 
recurrents amb un elevada prevalença en el conjunt de la població, però s’han trobat 
mutacions amb una freqüència augmentada en diverses regions del país (Osorio et
al., 1998; Llort et al., 2002; Vega et al., 2002). 

Pel que fa als grans reordenaments, l’any 1999 es va identificar una duplicació de 
l’exó 13 de BRCA1 en quatre famílies no relacionades que presentaven un haplotip 
comú (Puget et al., 1999). Un estudi multicèntric posterior va trobar la mutació en un 
elevat nombre de famílies en diversos països (The BRCA1 Exon 13 Duplication 
Screening Group, 2000) i l’anàlisi de l’haplotip va indicar un probable origen a la 
Gran Bretanya. No es va identificar en cap família espanyola estudiada. 

Altres exemples de mutacions fundadores que consisteixen en grans reordenaments 
són dues delecions genòmiques originàries d’Holanda en el gen BRCA1,
localitzades en els introns 12 i 21 i consistents en la deleció de 3835 (del3835) i 510
(del510) bases, respectivament (Petrij-Bosch et al., 1997). Les dues s’identifiquen en 
un elevat percentatge de les famílies amb CMOH d’aquest país. 

2.5 PENETRÀNCIA I EXPRESSIVITAT 

La penetrància equival a la probabilitat (risc) amb la que un portador d’una mutació 
desenvolupa una malaltia, i normalment es defineix en termes d’una edat donada 
(per exemple, als 70 anys). És ben conegut que les mutacions heretades en els gens 
BRCA1 i BRCA2 incrementen notablement el risc de desenvolupar càncer de mama 
i ovari. No obstant, la magnitud exacta d’aquest risc, és a dir, la penetrància 
d’aquestes mutacions, continua essent objecte de controvèrsia, donat l’elevat 
nombre de factors modificadors del risc que existeixen (revisat per Narod, 2002) 
(vegeu apartat 4.2.). 
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El càncer de mama és la malaltia més comuna en les dones, amb un risc al llarg de 
la vida de més del 10%. El càncer d’ovari és més rar, amb un risc de només l’1,8% al 
llarg de la vida, però és un dels càncers més letals que existeixen (King et al., 2003). 
Atès que els individus amb dos al·lels BRCA no mutats presenten un cert risc de 
patir càncer (càncer esporàdic), les estimacions de penetrància realitzades en grups 
d’individus susceptibles, comprenen el risc atribuïble a l’al·lel de susceptibilitat i el 
risc poblacional.

D’altra banda, les mutacions BRCA tenen una expressivitat variable i s’han descrit 
riscs augmentats de desenvolupar altres càncers a part del de mama i ovari, sobretot 
en portadors de mutacions en BRCA2.

2.5.1 Risc de càncer de mama i ovari 

Els primers estudis sobre els riscs de càncer de mama i d’ovari associats a 
mutacions en BRCA1 i BRCA2 es van realitzar en famílies amb molts casos, fet que 
va afavorir l’obtenció de valors de risc extremadament elevats. El risc de càncer de 
mama als 70 anys es calculava al voltant del 84% i del 87% en portadores BRCA1 i 
BRCA2, respectivament, mentre que pel càncer d’ovari aquests riscs eren del 67% i 
el 27% (Ford et al., 1998). Estudis fets en poblacions menys seleccionades van 
obtenir estimacions de risc inferiors al 60% pel càncer de mama i al 30% pel càncer 
d’ovari al llarg de la vida (Serova et al., 1997; Struewing et al., 1997). No obstant, en 
un treball recent del New York Breast Cancer Study Group (King et al., 2003), es van 
seleccionar 1.008 casos índex de càncer de mama d’entre una població de dones 
jueves asquenasites. La selecció es va fer independentment de si hi havia una 
història familiar de càncer i es va realitzar una anàlisi genètica de tots els membres 
de les famílies de les 104 dones en les que s’identificà una mutació. Les dades 
mostren que les portadores de mutacions en BRCA1 o BRCA2 tenien un 82% de risc 
de desenvolupar càncer de mama fins als 80 anys d’edat, mentre que pel càncer 
d’ovari el risc era del 54% per BRCA1 i del 23% per BRCA2.

A més, s’ha calculat que les dones amb càncer de mama i mutació en BRCA1 o 
BRCA2 tenen unes 10 vegades més probabilitats de patir un càncer d’ovari [Frank 
et al., 1998; Breast Cancer Linkage Consortium (BCLC), 1999] i un risc d’entre el 
12% i el 20% de desenvolupar un segon càncer de mama durant els cinc anys 
després del diagnòstic del primer (Verhoog et al., 1998 i 1999). 

2.5.2 Risc de càncer de mama en homes 

Pocs estudis han examinat el risc acumulat de càncer de mama en homes portadors 
de mutacions en BRCA2. Easton et al. (1997) van estudiar dues grans famílies 
lligades a BRCA2 per estimar la penetrància de les mutacions en aquest gen. Els 
autors van estimar un risc acumulat del 6,3% als 70 anys. Recentment, Thompson i 
Easton (2001) van examinar 134 famílies amb CMOH i van trobar que els homes 
portadors de mutacions en BRCA2 tenien gairebé un 7% de risc acumulat de patir 
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càncer de mama als 80 anys, unes 80 vegades més elevat que el de la població 
general. Els resultats de diversos estudis fets en homes amb càncer de mama no 
seleccionats per història familiar suggereixen que les mutacions en BRCA2
s’associen a un 11% dels casos (Thompson i Easton, 2004). 

D’altra banda, diversos estudis demostren que l’associació de BRCA1 amb el càncer 
de mama masculí és considerablement més feble. La majoria d’estudis fets en 
homes amb càncer de mama no han identificat cap mutació en BRCA1 (Stratton et 
al., 1994; Friedman et al., 1997; Csokay et al., 1999). Altres, però, indiquen 
l’existència d’una certa associació. Per exemple, Ottini et al. (2003) van observar que 
el 4% dels casos de càncer de mama en homes de Florència (Itàlia) presentaven 
mutació en BRCA1. En homes jueus asquenasites, es va identificar una mutació 
BRCA1 en el 3,6% (Struewing et al., 1999), i un estudi de Frank et al. (2002) va 
trobar que el 10,5% dels homes jueus amb càncer de mama presentaven mutacions 
en aquest gen. El nombre reduït de famílies amb homes amb càncer de mama i 
mutació en BRCA1, però, fa que sigui difícil estimar la penetrància d’aquestes 
mutacions.

2.5.3 Risc d’altres càncers associats a BRCA1 i BRCA2 

Tot i que hi ha pocs estudis sobre els risc de desenvolupar altres neoplàsies a més 
de mama i d’ovari, els riscs augmentats en portadors de mutació en BRCA2 semblen 
ser més pronunciats que en portadors de BRCA1 (BCLC, 1999; Brose et al., 2002).
En un estudi basat en 173 famílies amb mutació en BRCA2 es va trobar un augment 
estadísticament significatiu de càncer de pròstata (RR 4,65), pàncrees (3,51), 
vesícula i vies biliars (4,47), estómac (2,59) i melanoma maligne (2,58) (BCLC, 
1999). A diferència de l’estudi anterior, basat principalment en famílies amb molts 
casos de càncer de mama i ovari, Van Asperen et al. (2005) van examinar els riscs 
d’altres càncers en 139 famílies menys seleccionades. Els autors suggereixen que 
els portadors tenen un risc augmentat de patir càncer de pàncrees (RR 5,9) i 
pròstata (2,5) i probablement d’ossos i faringe. Gairebé tots els augments van ser 
significatius només en homes. 

En un estudi fet en 699 famílies, s’observà que les dones portadores de mutació en 
BRCA1 tenien gairebé el doble de risc de patir neoplàsies diferents de càncer de 
mama i ovari, com càncer d’endometri, cèrvix, trompa de Fal·lopi i peritoneu
(Thompson i Easton, 2002b). Es va observar també un augment de risc de càncer de 
pàncrees en ambdós sexes i de pròstata abans dels 65 anys. En un estudi paral·lel 
fet en 483 portadors de mutació en BRCA1 de 147 famílies amb càncer de mama i 
ovari, es va trobar un risc augmentat de càncer de còlon (doble), pàncrees (triple), 
estómac (quàdruple) i trompa de Fal·lopi (120 vegades) en portadors de mutacions 
en BRCA1 comparat amb població control (Brose et al., 2002). 
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2.5.4 BRCA2 i l’anèmia de Fanconi 

L’Anèmia de Fanconi és una malaltia autosòmica recessiva caracteritzada per 
disfunció de la medul·la òssia, malformacions congènites i una elevada predisposició 
al càncer. Les cèl·lules dels pacients són hipersensibles a agents inductors 
d’enllaços creuats en el DNA i, després del tractament amb aquests agents, 
presenten inestabilitat cromosòmica i altres anomalies citogenètiques. La malaltia es 
produeix com a conseqüència de l’alteració d’algun dels múltiples gens de la família 
FANC. Arran de la identificació del gen FANCD1 com el mateix gen BRCA2, s’han 
trobat individus amb anèmia de Fanconi portadors de dues mutacions en 
heterozigosi en BRCA2. En alguns casos, les famílies presenten síndromes 
associades a tumors de mama i cervell (Offit et al., 2003) o a tumors de mama i 
leucèmia precoç (Wagner et al., 2004). 

2.5.5 Correlació genotip – fenotip: localització de mutacions 

Tal i com hem vist, l’expressivitat dels gens BRCA és variable i no tots els portadors 
desenvolupen càncer de mama o d’ovari amb la mateixa freqüència. En aquest 
sentit, hi ha poques dades sobre els efectes específics d’una mutació determinada. 
Tant per BRCA1 com BRCA2, però, s’han suggerit diverses correlacions entre 
genotip i fenotip basades en la localització de les mutacions i la proporció de 
casos de càncer d’ovari respecte els de mama en les famílies. 

En BRCA1, la primera evidència formal d’una correlació genotip - fenotip prové d’un 
estudi de 33 famílies on es va identificar una proporció de càncer d’ovari : càncer de 
mama significativament inferior en famílies amb mutacions a 3’ de l’exó 12 del gen 
(Gayther et al., 1995). Un altre estudi, realitzat en 134 pacients amb mutacions 
truncants en BRCA1 (Holt et al., 1996), va trobar una proporció de càncer d’ovari era 
significativament inferior per mutacions situades a 3’ del domini granina (codons 
1214-1223). Així doncs, el càncer d’ovari apareix amb més freqüència associat a 
mutacions de la meitat 5’ de BRCA1. En un estudi més recent, que incloïa 356 
famílies amb mutació en BRCA1 (Thompson i Easton, 2002c), es va situar el punt de 
tall per diferenciar els riscs de càncer de mama i d’ovari en el nucleòtid 4191 (codó 
1358), entre les dues estimacions anteriors. A més, els autors van definir una regió 
central del gen (nucleòtids 2401-4190) amb una proporció de càncer d’ovari : càncer 
de mama significativament superior a la resta, mentre que les regions 5’ i 3’ 
presentaven valors semblants (Figura 10A). Van observar que l’efecte més gran en 
aquesta regió era una reducció del 29% del risc de càncer de mama comparat amb 
mutacions en les altres dues regions, mentre que l’augment en el risc de càncer 
d’ovari va resultar no ser significatiu. 
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Figura 10  Possibles correlacions genotip - fenotip descrites en els gens BRCA. La 
localització de les mutacions en BRCA1 (A) o BRCA2 (B) podria influir en el risc de 
desenvolupar càncer de mama o d’ovari. 
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B  Proporció de casos de càncer de mama    i d’ovari    segons la localització de les  
mutacions en el gen BRCA2.        Límits de l’OCCR òptima.   

A  Proporció de casos de càncer de mama     i d’ovari    segons la localització de les 
mutacions en  el gen BRCA1.
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En BRCA2, Gayther et al. (1997b) van proposar l’existència d’una regió associada a 
un major risc de càncer d’ovari anomenada ovarian cancer cluster region
(OCCR), situada al  mig de l’exó 11 (entre els nucleòtids 3035 i 6629) (figura 10B). 
En un estudi posterior (Thompson i Easton, 2001), fet en 164 famílies, es va redefinir 
aquesta regió, els límits de la qual oscil·larien entre els nucleòtids 3059-4075 i 6503-
6629 (figura 10B, en gris). Els resultats de l’anàlisi estadística van indicar que, 
atenent a la localització de les mutacions, la proporció càncer d’ovari : càncer de 
mama en la regió OCCR era superior a l’observada en altres regions del gen. En 
l’OCCR hi hauria una reducció del risc de càncer de mama respecte mutacions fora 
d’aquesta regió, i no un augment del risc de càncer d’ovari. En aquest mateix estudi 
la incidència de càncer de mama en homes no semblava correlacionar amb cap 
localització particular de les mutacions, però es va trobar una lleugera disminució del 
risc de càncer de pròstata en els pacients amb mutació dins l’OCCR. 
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2.6 VARIANTS D’EFECTE BIOLÒGIC DESCONEGUT  

Les alteracions genètiques que causen la síntesi d’una proteïna truncada o anòmala 
es consideren directament patogèniques i, exceptuant alguns casos (Mazoyer et al.,
1996), es classifiquen com a predisposants. En canvi, el risc associat a les variants 
de canvi d’aminoàcid costa molt més d’avaluar, i és difícil classificar-les com a 
mutacions associades a la malaltia o com a polimorfismes benignes. El problema 
d’aquestes variants no classificades, que poden incloure també insercions o 
delecions de triplets sense trencar el marc de lectura i canvis en regions intròniques 
(i de vegades exòniques) que podrien afectar el procés d’splicing, representa un 
gran obstacle pel consell genètic. 

Diversos tipus d’evidències poden ajudar a classificar aquestes variants com a 
deletèries/d’alt risc o neutres/de baix risc, respecte a la malaltia d’interès. Cada una 
d’aquestes fonts d’evidència presenta avantatges i limitacions pròpies a l’hora 
d’avaluar l’efecte biològic de les variants no classificades (Goldgar et al., 2004). 

Algunes de les estratègies utilitzades es resumeixen a continuació: 

1 Consulta de publicacions i bases de dades internacionals  

La base de dades més gran sobre mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 (BIC) i 
les fonts bibliogràfiques, poden aportar-nos informació sobre la variant que es vol 
estudiar o sobre canvis similars en la regió del gen on es localitza.

2 Freqüència en casos i controls 

La presència d’una variant en individus d’alt risc i la seva absència en individus 
controls és un indici de la seva patogenicitat. En general, es considera que les 
variants que presenten una incidència de 1% en població control són 
polimorfismes. Ara bé, la majoria de variants són molt poc freqüents i de vegades 
presenten especificitat ètnica, fets que dificulten l’obtenció de conclusions en 
estudis poblacionals. 

3 Anàlisi de cosegregació familiar amb la malaltia 

La cosegregació de la variant amb el càncer dins d’una família és un bon indici del 
seu caràcter predisponent a la malaltia. Recentment, Thompson et al. (2003) han 
descrit un model estadístic que avalua la magnitud d’aquesta causalitat.

4 Coocurrència (en trans) amb mutacions deletèries conegudes 

Diversos estudis mostren que la disrupció homozigota de Brca1 en ratolí és letal 
per l’embrió (revisat per Brodie i Deng, 2001). A més, en individus amb les 
mutacions fundadores BRCA1 185delAG i BRCA1 5382insC, el nombre 
d’homozigots i heterozigots compostos de mutacions patogèniques és menor que 
l’esperat (Frank et al., 2002; Abkevich et al., 2004). Aquestes observacions 
indiquen que si una variant es presenta amb una mutació deletèria coneguda en 
el mateix individu, és poc probable que confereixi un elevat risc de càncer. En 
BRCA2, tot i que s’han trobat heterozigots compostos entre els individus amb 
anèmia de Fanconi tipus D1, s’assumeix que és extremadament rar trobar adults 

30



Introducció

heterozigots amb dues mutacions deletèries en BRCA2, ja que normalment el 
fenotip d’anèmia de Fanconi condueix a la mort en la infantesa. Goldgar et al.
(2004) han descrit una aproximació estadística que permet avaluar la causalitat en 
aquests casos. 

5 Anàlisi de les substitucions aminoacídiques: posició, naturalesa i grau de 
conservació de l’aminoàcid entre espècies

El fet que una variant missense es localitzi en un domini funcional conegut de 
BRCA1 o BRCA2, fa que aquesta tingui més probabilitats de predisposar al 
càncer que una altra que es trobi fora d’aquestes regions. En BRCA1, els dos 
dominis funcionals més ben caracteritzats són el domini en dit de zinc (residus 14-
64) i els dominis BRCT (residus 1642-1863). En BRCA2, ho són el domini 
d’activació transcripcional (residus 23-105), les 8 repeticions BRC a l’exó 11 
(residus 638-2280) i el domini d’unió al DNA (residus 2478-3185).

D’altra banda, l’efecte de la substitució d’un aminoàcid per un altre amb propietats 
molt diferents s’espera que sigui més important que els canvis entre aminoàcids 
de característiques semblants. Algunes de les propietats estudiades són la 
composició química, la càrrega,  la polaritat i el volum dels l’aminoàcids (Abkevich 
et al., 2004; Mirkovic et al., 2004).

Pel què fa a l’anàlisi de la variació de seqüència interespecífica, Miller i Kumar 
(2001) van validar la hipòtesi que variants missense situades en residus altament 
conservats serien amb més probabilitat deletèries, mentre que canvis en residus 
molt variables serien probablement neutres. En el cas de BRCA1, s’ha utilitzat 
l’alineament de seqüències de proteïnes homòlogues de diverses espècies de 
mamífers i altres animals (Fleming et al., 2003; Abkevich et al., 2004) per tal de 
determinar quins són els residus més conservats i poder fer classificacions 
preliminars de suposades mutacions missense.

Dos exemples de mutacions missense clarament patogèniques en BRCA1 són
Cys61Gly i Cys64Gly. Els resultats publicats per Wu et al. (1996) mostren que 
aquestes dues substitucions, situades dins l’anell de zinc de la proteïna BRCA1, 
estan altament conservats durant l’evolució i tenen efectes biològics 
demostrables, com la disrupció de la interacció BRCA1-BARD1.  

6 Estudis funcionals 

En els últims anys s’han posat a punt diversos estudis funcionals que mesuren la 
influència de variants genètiques en l’activitat salvatge de BRCA1 i BRCA2, en 
moltes ocasions per dominis concrets de la proteïna: 

Activitat ubiqüitina (BRCA1): la proteïna BARD1 s’uneix al domini en anell en 
dit de zinc de l’extrem N-terminal de BRCA1. El complex BRCA1-BARD1 actua 
com a E3 ubiqüitina ligasa (Baer i Ludwing, 2002) i s’ha comprovat que mutacions 
missense associades a càncer en aquesta regió poden afectar l’activitat ubiqüitina 
in vitro (Brzovic et al., 1998 i 2001; Ruffner et al., 2001).
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Activació transcripcional (BRCA1): els dominis BRCT de la regió C-terminal de 
BRCA1 presenten una funció d’activació de la transcripció quan es fusionen a un 
domini d’unió al DNA heteròleg (Chapman i Verma, 1996; Monteiro et al., 1996) i 
mitjancen la interacció de BRCA1 amb l’holoenzim de la RNA polimerasa II (Scully 
et al., 1997b). Diversos estudis mostren que mutacions missense localitzades en 
aquesta regió aboleixen l’activitat transcripcional en sistemes artificials (Chapman 
i Verma, 1996; Monteiro et al., 1997; Monteiro i Humphrey, 1998; Hayes et al.,
2000; Vallon-Christersson et al., 2001; Phelan et al., 2005). 

Supervivència i viabilitat cel·lular (BRCA2): en un estudi recent (Wu et al.,
2005), es mesura la funció BRCA2 de reparació del dany al DNA i manteniment 
de la integritat cromosòmica mitjançant assaigs in vitro que avaluen la localització 
subcel·lular de BRCA2, la sensibilitat a mitomicina C (agent intercalant), la 
reparació del DNA per recombinació homòloga i l’amplificació centrosòmica en 
línies cel·lulars amb un BRCA2 normal i en portadores de variants no 
classificades, per establir-ne la seva patogenicitat 

7 Estudis de pèrdua al·lèlica en tumors de portadors 

La pèrdua al·lèlica o pèrdua d’heterozigositat (LOH, de loss of heterozigosity) és 
un mecanisme habitual d’inactivació de l’al·lel salvatge de BRCA en portadors 
d’una mutació germinal (vegeu apartat 3.2). La seva observació associada a una 
variant d’efecte desconegut, pot indicar el seu caràcter patogènic.

8 Estudis de RNA: efectes en l’splicing

L’alteració de les seqüències que intervenen en el procés d’splicing pot afectar 
greument la transcripció i generar mRNAs anormals. Aquest fenomen es observar 
mitjançant l’estudi de l’RNA del portador. 

3 PATOLOGIA MOLECULAR DEL CÀNCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI  

3.1 MECANISMES D’INACTIVACIÓ AL·LÈLICA DE BRCA1 I BRCA2

3.1.1 Hipòtesi dels “two hits” de Knudson 

El model carcinogènic de Knudson es basa en que és necessària la inactivació dels 
dos al·lels d’un gen supressor de tumors perquè es produeixi una pèrdua total 
d’activitat i la progressió tumoral (Knudson, 1997). En el model, els “two hits” (o dos 
esdeveniments mutagènics) que condueixen a la inactivació al·lèlica es produeixen 
mitjançant dos mecanismes: les mutacions intragèniques i la pèrdua de material 
cromosòmic (LOH). 

L’alta freqüència de LOH en els loci de BRCA1 i BRCA2 en els tumors de mama i 
d’ovari, tant hereditaris com esporàdics, van conduir a la hipòtesi que atribueix una 
activitat supressora de tumors als dos gens, basada en el model de Knudson. Ara 
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bé, el fet que s’hagin identificat molt poques mutacions somàtiques en els gens 
BRCA en tumors esporàdics ho feia posar en dubte. En aquest sentit, recentment 
s’han descrit dos mecanismes d’inactivació al·lèlica alternatius a les mutacions 
somàtiques: el procés epigenètic d’hipermetilació del promotor en BRCA1 i la unió 
de la proteïna repressora EMSY, en BRCA2 (figura 11). 

CÀNCER DE MAMA/OVARI 

3.1.2 Mutacions somàtiques en BRCA1 i BRCA2 

S’han identificat molt poques mutacions somàtiques en els gens BRCA, la majoria 
d’elles en tumors d’ovari (revisat per Chen et al., 2005; Janatova et al., 2005). En 
BRCA1, dos estudis independents fets en pacients amb càncer d’ovari van obtenir 
percentatges de mutació similars: del 8,5% (Merajver et al., 1995) i del 6,8%
(Berchuck et al., 1998). En BRCA2, la incidència de mutacions somàtiques en 
aquests pacients va ser d’aproximadament el 4% (Foster et al., 1996; Hilton et al.,
2002).

Pel què fa als tumors esporàdics de mama, en el gen BRCA1 fins al moment s’han 
identificat una mutació somàtica truncant (Khoo et al., 1999) i un gran reordenament 
genòmic (van der Looij et al., 2000b). En BRCA2, la freqüència de mutacions 
somàtiques és també molt baixa, amb dues mutacions truncants detectades en 
estudis fets en individus majoritàriament de poblacions caucàsiques (Weber et al.,
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Figura 11 Inactivació del gen BRCA1 en el càncer hereditari i esporàdic. Les mutacions 
genètiques actuen soles o en combinació amb mutacions epigenètiques. Els asteriscs (*) 
indiquen els mecanismes més freqüents en ambdós tipus de tumors. Modificat de Catteau i 
Morris, 2002. 
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1996; Kwiatkowska et al., 2002). Recentment, un estudi realitzat a Taiwan en què es 
va analitzar només l’exó 11 de BRCA2 (Chen et al., 2005), va trobar mutacions 
somàtiques en el 8,6% dels tumors, la majoria de tipus missense. Els autors 
suggereixen que a Taiwan les mutacions somàtiques en BRCA2 podrien ser un 
mecanisme més habitual en la tumorogènesi del càncer de mama que a les 
poblacions caucàsiques. Alternativament, suggereixen que la paradoxa existent pel 
que fa a les mutacions en els gens BRCA (amb un paper central en el 
desenvolupament dels tumors hereditaris però aparentment ocasional en els 
esporàdics) podria ser deguda a l’escassesa d’estudis en tumors esporàdics 
comparats amb els hereditaris. 

3.1.3 Pèrdua al·lèlica en els loci BRCA1 i BRCA2 

Com s’ha dit, la pèrdua al·lèlica es defineix també com a pèrdua d’heterozigositat 
(LOH), ja que representa una reducció a l’homozigositat, i és un procés que 
s’associa a la pèrdua de l’al·lel salvatge en tumors amb una mutació en un gen 
supressor de tumors. En BRCA1 i BRCA2, és molt habitual en tumors de mama i 
ovari, tant de pacients portadors d’al·lels mutats com en casos esporàdics. 

En tumors de mama hereditaris, nombrosos estudis han examinat la LOH dels loci
BRCA. Per exemple, Staff et al. (2001) van trobar LOH-BRCA1 en tots els tumors 
informatius de portadors BRCA1 (15/15) i LOH-BRCA2 en cinc dels sis tumors 
informatius de portadors BRCA2. De forma similar, Osorio et al. (2002) van trobar 
LOH-BRCA1 en nou dels deu tumors de portadors BRCA1, i LOH-BRCA2 en cinc 
dels sis tumors de portadors BRCA2.

En tumors de mama esporàdics, tot i que s’han identificat molt poques mutacions 
somàtiques en BRCA1, s’ha observat una expressió reduïda de proteïna BRCA1 en 
el 30% dels casos (Yoshikawa et al., 1999). En aquest sentit, s’ha trobat LOH-
BRCA1 en el 20-63% dels tumors (Beckmann et al., 1996; Schmutzer et al., 1997; 
Gentile et al., 1999; Gonzalez et al., 1999; Hanby et al., 2000). De forma similar, les 
mutacions somàtiques en BRCA2 són poc freqüents en els tumors de mama 
esporàdics, però s’ha trobat LOH-BRCA2 en el 20-54% dels casos (Cleton-Jansen 
et al., 1995; Schmutzer et al., 1997; Gonzalez et al., 1999; Hanby et al., 2000).

3.1.4 Inactivació de BRCA1: metilació del promotor 

Els mecanismes epigenètics d’inactivació al·lèlica són una alternativa potencial a la 
mutació gènica en el silenciament de gens supressors de tumors (Jones i Baylin, 
2002). L’esdeveniment epigenètic més estudiat és la metilació anòmala dels residus 
citosina dels dinucleòtids CpG. Pel que fa al gen BRCA1, entre l’11 i el 14% dels 
tumors esporàdics de mama presenten una hipermetilació en el promotor del gen 
(Catteau et al., 1999; Esteller et al., 2000; Rice et al., 2000), així com el 5-31% dels 
tumors d’ovari (Catteau et al., 1999; Baldwin et al., 2000; Geisler et al., 2002). En la 
majoria dels casos l’expressió de proteïna BRCA1 és indetectable, fet que indica un 
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silenciament complet de l’expressió gènica com a conseqüència de la metilació 
(Baldwin et al., 2000; Rice et al., 2000; Chan et al., 2002; Staff et al., 2003). La 
metilació de BRCA1 no es troba en el teixit normal de mama i sembla que 
principalment es limita als tumors de mama i ovari. D’altra banda, diversos estudis 
mostren que la metilació del promotor BRCA1 sovint s’associa a la pèrdua de l’altre 
al·lel en el locus BRCA1 (Esteller et al., 2000; Staff et al., 2003).

Atès que probablement la pèrdua de BRCA1 contribueix a la tumorogènesi 
accelerant la inestabilitat genòmica (vegeu apartat 1.5.7), la metilació de BRCA1
hauria de ser un esdeveniment primerenc per tal de ser significatiu. Una evidència 
que dóna suport a la importància etiològica de la metilació de BRCA1 en la formació 
dels tumors esporàdics prové de la similitud de fenotips entre aquests tumors i els 
tumors amb mutació germinal en BRCA1. Esteller et al. (2001) van observar que, tot 
i que la majoria dels tumors hereditaris amb un al·lel BRCA1 mutat presentaven 
LOH, un dels dos únics tumors que retenien els dos al·lels mostrava hipermetilació 
del promotor de BRCA1 de l’al·lel salvatge, suggerint que es podia tractar del segon 
“hit” necessari per la formació del tumor. Més recentment, Alvarez et al. (2005), en 
un estudi que pretenia caracteritzar tres grups de tumors hereditaris (BRCA1,
BRCA2 i BRCAX), van trobar que gairebé la meitat dels tumors BRCAX (sense 
mutació identificada en BRCA1 o BRCA2) presentaven metilació del promotor de 
BRCA1. A més, aquests tumors tenien característiques fenotípiques similars als 
tumors amb un BRCA1 mutat, confirmant que la metilació és un mecanisme 
d’inactivació al·lèlica alternatiu a la mutació o a la pèrdua al·lèlica. 

3.1.5 Inactivació de BRCA2: la proteïna EMSY 

Al contrari que BRCA1, no hi ha evidències convincents d’un silenciament epigenètic 
per metilació del promotor de BRCA2 en tumors esporàdics de mama (Collins et al.,
1997) o ovari (Hilton et al., 2002). Recentment, però, s’ha descrit un possible 
mecanisme alternatiu d’inactivació de BRCA2 que implica un nou gen anomenat 
EMSY (Hugues-Davies et al., 2003). En aquest estudi, el 13% dels tumors de mama 
esporàdics primaris i el 17% dels tumors d’ovari esporàdics d’alt grau presentaven 
l’amplificació del gen EMSY. A més, els autors demostren que la proteïna EMSY 
s’uneix a l’exó 3 de BRCA2 i és capaç de reprimir la seva funció d’activació 
transcripcional, localitzada en la regió N-terminal. Així, la unió d’EMSY a BRCA2 
provocaria una pèrdua de funció de BRCA2 equivalent a la provocada per les 
mutacions intragèniques i la LOH. Encara manca establir, però, si els tumors 
esporàdics amb un gen EMSY amplificat representen una fenocòpia dels tumors 
amb mutació germinal en BRCA2.

3.1.6 Haploinsuficiència 

L’heterozigositat de mutacions germinals en els gens BRCA1 i BRCA2 confereix una 
elevada susceptibilitat al càncer de mama i a altres tipus de tumors. No obstant, no 
està clar si l’heterozigositat per si mateixa representa un fenotip associat a 
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carcinogènesi i si afavoreix la pèrdua de l’al·lel salvatge. Recentment, s’ha suggerit 
l’existència d’un fenomen d’haploinsufi-ciència pel gen del retinoblastoma (Zheng et 
al., 2002), fet que representaria una modificació del fins ara acceptat model 
carcinogènic de Knudson, ja que la inactivació d’un dels dos al·lels del gen seria 
suficient per promoure la progressió tumoral.

El paper de l’haploinsuficiència en la tumorogènesi s’ha estudiat durant els últims 
anys en diversos gens relacionats amb el càncer de mama, com són l’ATM, LKB1,
p53 i PTEN (revisat per Santarosa i Ashworth, 2004). Pel que fa als gens BRCA1 i 
BRCA2, els resultats obtinguts en diversos tipus d’estudis són contradictoris, però hi 
ha indicis que la presència d’un al·lel mutat i, com a conseqüència, una dosi gènica 
menor, podria provocar defectes en els mecanismes de reparació, que afavoririen 
l’aparició d’errors en el DNA i la consegüent formació de tumors. En aquest sentit, i 
considerant el paper dels estrògens en la progressió tumoral (vegeu apartat 1.5.7), 
Noruzinia et al. (2005) proposen que les cèl·lules de la mama o l’ovari amb una 
inactivació monoal·lèlica de BRCA1 o BRCA2 podrien ser més sensibles a la 
carcinogènesi induïda pels estrògens. 

3.2 CARACTERITZACIÓ FENOTÍPICA DELS TUMORS BRCA1 i BRCA2

A part de les diferències en els mecanismes d’inactivació al·lèlica acabades de 
mencionar, els tumors de mama d’origen hereditari presenten característiques
fenotípiques o patrons morfològics particulars (taula 7), que semblen indicar una 
història natural diferent de la dels tumors esporàdics (Marcus et al., 1996; Turner et
al., 2004). 

Taula 7 Característiques que diferencien els tumors de mama hereditaris (BRCA) dels 
esporàdics. Tret de Turner et al., 2004.

Característica fenotípica BRCA1
%

Esporàdic 
%

BRCA2
 % Referència

Alt grau1 66* 36  41* BCLC (1997) 

Infiltració limfocítica 13* 3  4 (NS) Lakhani et al. (1998)

Continuous pushing margins 2 51* 20  36* Lakhani et al. (1998)
Carcinoma ductal in situ 41* 56  52 (NS) BCLC (1997) 

Carcinoma medul·lar o medul·lar atípic 13* 2  3 (NS) BCLC (1997) 

RE- 90* 35  34 (NS) Lakhani et al. (2002) 

HER2- 97* 85  97 (NS) Lakhani et al. (2002)

Mutacions en p53 67* 35 63* Crook et al. (1998)

Amplificació de c-MYC 53* 23-31 62,5* Palacios et al. (2003),
Grushko et al. (2004)

Fenotip basal en tumors RE- 88* 45  ND Foulkes et al. (2003)

* Diferència estadísticament significativa; NS: no significatiu; ND: no determinat.  
1 Descripció patològica dels tumors que es divideixen ràpidament, són poc diferenciats i  

generalment es comporten amb agressivitat.  
2 Descripció patològica del patró d’invasió observat en els límits del tumor.  
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En la pràctica clínica, tot i que moltes de les característiques dels tumors associats a 
BRCA1 o BRCA2 apareixen també en tumors esporàdics de dones joves (Armes et
al., 1999), l’establiment de criteris histològics distintius podria ser útil en la selecció 
de pacients susceptibles de ser portadores de mutacions, especialment en els casos 
en què la història familiar no és determinant (Honrado et al., 2005). 

A més, diversos estudis d’hibridació genòmica comparativa (CGH) mostren que els 
tumors de mama de portadors de mutacions germinals en BRCA1 i BRCA2 contenen 
un gran nombre de guanys i pèrdues cromosòmiques (Tirkkonen et al., 1997; Kainu 
et al., 2000; Wessels et al., 2002).

Tumors associats a mutacions germinals en BRCA1

Els tumors de mama de portadores de mutacions en BRCA1 presenten un fenotip
histològic diferent dels tumors esporàdics (taula 7). Diversos estudis han demostrat 
que els tumors associats a BRCA1 tendeixen a ser d’alt grau (normalment grau 3) i, 
més específicament, amb un elevat grau mitòtic. Generalment mostren infiltració 
limfocítica, són més propensos a presentar marges expansius (pushing margins) i 
semblen tenir un menor grau de carcinoma ductal in situ associat que els tumors 
esporàdics. Tot i que la majoria dels tumors BRCA1 són ductals infiltrants, s’ha 
observat una freqüència significativament més elevada de tumors medul·lars o 
medul·lars atípics. Altres estudis han observat un predomini de receptors d’estrògens 
negatius (RE-) i HER2 negatius (HER2-), així com una major amplificació de c-MYC i
una freqüència més elevada de mutacions en el gen p53.

D’altra banda, els estudis d’expressió amb microarrays ha permès definir diversos 
subtipus de tumors de mama esporàdics, que probablement representen vies 
divergents d’evolució tumoral a partir d’una cèl·lula progenitora de l’epiteli mamari, i 
comparar-los fenotípicament amb els tumors hereditaris (Sorlie et al., 2001 i 2003,
Perou et al., 2000, van’t Veer et al., 2002). Així, s’ha determinat que els tumors amb 
BRCA1 mutat presenten un fenotip molt similar al dels tumors esporàdics de tipus
basal, un subtipus de tumors de mama d’alt grau, alt índex de proliferació, ER- i 
HER2- caracteritzat per l’expressió de marcadors mioepitelials o cel·lulars basals 
com les citoqueratines CK5/6, CK14 i CK17, EGFR i P-caderina (Foulkes et al.,
2003; Sorlie et al., 2003). Aquesta observació suggereix que ambdós tipus de tumors 
podrien compartir una etiologia similar. 

Així, els tumors de mama amb metilació en el promotor de BRCA1 s’associen sovint 
a un fenotip de tipus basal molt semblant al ja descrit pels tumors amb un BRCA1 
mutat (Esteller et al., 2000). En aquest sentit, els tumors amb hipermetilació en 
BRCA1 acostumen a ser d’un grau histològic elevat i ER- (Catteau et al., 1999), i 
freqüentment mostren amplificació de c-MYC i pèrdua d’amplificació d’HER2 
(Grushko et al., 2004). No obstant, la proporció de tumors amb metilació en BRCA1
que desenvolupen un fenotip basal és més baixa que en el càncer hereditari. Aquest 
fet podria reflectir que el silenciament epigenètic produït per la metilació del promotor 
de BRCA1 fos incomplet i, possiblement, inespecífic. 
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Tumors associats a mutacions germinals en BRCA2

L’anàlisi de l’expressió gènica mitjançant microarrays indica que els tumors BRCA1,
BRCA2 i esporàdics presenten una naturalesa diferent (Hedenfalk et al., 2001). No 
obstant, a diferència dels tumors BRCA1, ha estat difícil definir característiques 
histopatològiques dels tumors BRCA2 que permetin diferenciar-los dels esporàdics 
(taula 7). L’estudi del BCLC va trobar un grau una mica més elevat en tumors de 
portadores de mutacions en BRCA2 que en els esporàdics, però l’efecte era menor 
que en els tumors BRCA1 i semblava estar relacionat amb la pèrdua de la formació 
tubular, més que amb un elevat índex mitòtic (BCLC, 1997). La distribució dels 
receptors d’estrògens i de progesterona (PR) és similar a la dels no portadors, que 
acostumen a ser ER i PR positius (Jazaeri et al., 2002). 

4 ALTRES GENS DE SUSCEPTIBILITAT AL CÀNCER DE MAMA 

Aproximadament un 80-85% dels casos de càncer de mama són esporàdics, mentre 
que el 15-20% presenten un component d’agregació familiar. D’aquests, entre el 5 i 
el 10% són heretats i apareixen principalment com a conseqüència de mutacions 
germinals en gens de susceptibilitat a càncer d’alta penetrància, com BRCA1 i 
BRCA2. La resta dels casos familiars estarien causats per variants al·lèliques en 
gens de baixa penetrància, per factors no genètics, o ambdós (Nagy et al., 2004). 

Recentment, Wooster i Weber (2003) han proposat que BRCA1 i BRCA2
contribuirien cadascun al 20% dels casos de càncer de mama hereditari, definit per 
la presència de dos o més casos de càncer de mama diagnosticats abans dels 60 
anys, mentre que el 60% restant seria degut a mutacions en gens de susceptibilitat 
addicionals (com p53 i CHEK2, entre d’altres), juntament amb la interacció de 
diversos factors ambientals (figura 12). 

BRCA1
20%

Altres gens
i factors 

no genètics
54% BRCA2

20%

p53
1%

CHEK2
5% 

BRCA1
20%

Altres gens
i factors 

no genètics
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1%
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Figura 12 Gens de susceptibilitat al càncer de mama.
Tret de Wooster i Weber, 2003. 
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4.1 GENS DE PENETRÀNCIA ALTA O MODERADA 

Es coneixen diverses síndromes de càncer familiar que inclouen un augment 
considerable de la incidència de càncer de mama. Les més ben caracteritzades són 
la Síndrome de Cowden, la Síndrome de Li-Fraumeni i la Síndrome de Peutz-
Jeghers, totes tres autosòmiques dominants i que apareixen principalment per 
mutacions germinals en els gens PTEN, p53 i STK11/LKB11, respectivament. 
D’altra banda, diversos estudis mostren que mutacions en l’ATM en l’atàxia 
telangiectàsica, l’NBS1 en la síndrome de Nijmegen i CHEK2 en la síndrome de “Li 
Fraumeni-like”, predisposen al càncer de mama, si bé amb un efecte més moderat 
sobre l’augment de risc.

Gen PTEN: Síndrome de Cowden 

La síndrome de Cowden és una malaltia associada a un elevat risc de tumors 
benignes i malignes de tiroide, mama i endometri, a més d’alteracions dermatolò-
giques característiques. La seva principal causa d’aparició són mutacions heretades 
en el gen supressor de tumors PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), que 
causen entre el 25 i el 50% de risc de desenvolupar càncer de mama al llarg de la 
vida (Eng, 1998; Marsh et al., 1998). La també anomenada Síndrome de 
l’hamartoma múltiple, representa menys de l’1% dels casos de càncer de mama 
hereditari.

Gen p53: Síndrome de Li-Fraumeni 

La Síndrome de Li-Fraumeni es caracteritza per càncer de mama precoç (abans 
dels 40 anys) associat a diversos càncers infantils, com sarcomes i tumors cerebrals. 
L’aparició de la síndrome és causada per mutacions germinals en el gen p53, que 
codifica per una proteïna clau en la regulació del cicle cel·lular i l’apoptosi. Tot i que 
s’ha calculat que aquesta síndrome és responsable de menys de l’1% de tots els 
casos de càncer de mama (Sidransky et al., 1992), les dones que arriben a l’edat 
adulta tenen més d’un 90% de risc de desenvolupar la malaltia (Garber et al., 1991). 
D’altra banda, en un estudi realitzat en dones diagnosticades de càncer de mama 
abans dels 31 anys (Lalloo et al., 2003) es van trobar mutacions en el 4% de les 
pacients, algunes d’elles sense història familiar. Aquesta dada suggereix la 
participació de p53 en el càncer de mama molt precoç i la conveniència de la seva 
anàlisi en dones joves afectes. 

Gen STK11/LKB1: Síndrome de Peutz-Jeghers

La síndrome de Peutz-Jeghers es caracteritza per pòlips hamartomatosos i màcules 
cutànies i està causada principalment per mutacions en el gen STK11 
(Serine/Threonine Kinase 11), també anomenat LKB1 (Hemminki et al., 1998; Jenne 
et al., 1998). En un estudi recent (Schumacher et al., 2005), fet en individus amb 
síndrome de Peutz-Jeghers no seleccionats per la història familiar, es va identificar 
una mutació STK11 en el 66% dels pacients. Els individus amb mutacions germinals 
presenten un risc augmentat de patir diversos tipus de càncer al llarg de la vida, com 
càncer de mama, pàncrees, endometri i ovari (Boardman et al., 1998). Segons 
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aquest estudi, en dones portadores el risc de desenvolupar un tumor de mama o 
algun tipus de tumor ginecològic al llarg de la vida és d’unes 20 vegades superior 
al de les no portadores. 

Gen ATM: Atàxia Telangiectàsica

L’atàxia telangiectàsica (AT) és una síndrome recessiva d’inestabilitat genètica 
caracteritzada per degeneració neuronal progressiva, deficiència immunològica, 
radiosensibilitat i predisposició a diversos càncers, sobretot leucèmies i limfomes 
infantils. Gairebé tots els casos d’AT s’associen a mutacions en el gen ATM que 
codifica per una proteïna amb un paper central en la reparació del DNA i el control 
del cicle cel·lular (Savitsky et al., 1995). La majoria de pacients són heterozigots 
compostos.

Nombrosos estudis suggereixen que els individus portadors d’una mutació en el 
gen ATM tenen un major risc de desenvolupar càncer de mama que els no 
portadors, amb un risc relatiu d’entre 2,4 i 4,4 (Swift et al., 1987; Easton et al., 1994; 
Geoffroy-Perez et al., 2001; Olsen et al., 2001). S’estima que aproximada-ment 1 de 
cada 100 persones podria ser portadora d’una mutació en l’ATM i s’ha suggerit que 
les mutacions en aquest gen podrien ser l’alteració genètica responsable del 5% de 
tots els casos de càncer de mama. No obstant, en la majoria d’estudis no s’han 
trobat diferències significatives entre les freqüències de mutacions en pacients amb 
càncer de mama i en individus controls (FitzGerald et al., 1997; Bebb et al., 1999; 
Izatt et al., 1999; Shafman et al., 2000; Buchholz et al., 2004). 

Un treball recent (Thompson et al., 2005), basat en l’anàlisi de 1.160 familiars de 
pacients amb AT mostra el doble de risc de càncer de mama en dones portadores 
de mutacions ATM que en no portadores, amb un risc relatiu més elevat en dones 
menors de 50 anys. Els autors suggereixen que les mutacions en l’ATM confereixen 
un efecte moderat en l’augment del risc al càncer de mama.

Gen NBS1: Síndrome de Nijmegen  

La síndrome de Nijmegen és una síndrome autosòmica recessiva caracteritzada per 
microcefàlia, retard del creixement, immunodeficiència i predisposició a diversos 
càncers, similar a l’AT i l’anèmia de Fanconi. La malaltia apareix per mutacions en el 
gen NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1), que forma part del complex 
MRE11/RAD50/NBS1 i intervé en la reparació del dany al DNA induït per radiacions 
ionitzats (Varon et al., 1998), juntament amb l’ATM, els gens FANC i els gens BRCA.

Les mutacions germinals en l’NBS1 són molt poc freqüents en la majoria de 
poblacions i la seva implicació en el càncer de mama familiar és en general molt 
baixa. En canvi, en poblacions amb efectes fundadors pot representar una part 
significativa dels casos. Un exemple és la mutació eslava 657del5, la qual es va 
detectar en el 3,7% de les dones amb càncer de mama hereditari, comparat amb el 
0,6% de la població control (Gorski et al., 2003).
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Gen CHEK2

El gen CHEK2 codifica per una proteïna que participa en el control del cicle cel·lular i 
la reparació del DNA juntament amb BRCA1 i p53. Recentment, s’ha suggerit que la 
mutació 1100delC, identificada en una petita proporció de famílies amb síndrome de 
Li-Fraumeni (Bell et al., 1999) i que es troba amb una freqüència inferior a l’1% a la 
població, podria actuar com un al·lel de baixa penetrància en la susceptibilitat al 
càncer de mama (Meijers-Heijboer et al., 2002). Segons els autors, l’al·lel 1100delC 
confereix un augment del risc de l’1,7, equivalent a un risc al llarg de la vida inferior 
al 20%. Tot i que la seva prevalença no era superior en els casos de càncer de 
mama no seleccionats (1,4%), el 5,1% dels casos hereditaris sense mutacions en els 
gens BRCA1 i BRCA2 presentava la variant. A més, en determinats grups la 
proporció de casos amb l’al·lel 1100delC augmentava fins el 13,5% (homes amb 
càncer de mama) (Meijers-Heijboer et al., 2002) o el 12,1% (pacients amb càncer de 
mama bilateral) (Vahteristo et al., 2002). 

El primer estudi fet en població espanyola (Osorio et al., 2004) en 456 casos de 
càncer de mama hereditari sense mutacions identificades en BRCA1 o BRCA2 i en 
400 controls, no va trobar cap individu amb la variant 1100delC. Posteriorment, en 
un estudi realitzat al País Basc (regió no inclosa en l’estudi anterior) es va identificar 
la mutació en l’1,1% dels 181 pacients amb càncer de mama o ovari analitzats, i en 
cap dels 120 individus del grup control (Martínez-Bouzas et al., 2005). En qualsevol 
cas, sembla que la freqüència de d’al·lel en la nostra població seria molt inferior a la 
trobada en diverses poblacions del nord d’Europa. 

4.2 GENS DE BAIXA PENETRÀNCIA I FACTORS MODIFICADORS 

Els gens de baixa penetrància són gens polimòrfics amb al·lels específics comuns en 
la població i associats a un augment de la susceptibilitat al càncer de mama. 

4.2.1 El model poligènic 

Després del descobriment dels gens BRCA1 i BRCA2 ja es va suggerir l’existència 
d’altres gens de susceptibilitat al càncer de mama (Peto et al., 1996). Un estudi fet 
en 237 famílies amb almenys 4 casos de càncer de mama (Ford et al., 1998), va 
confirmar que, si bé les mutacions en BRCA1 i BRCA2 explicaven la major part de 
les famílies d’alt risc, només una petita proporció de les famílies amb 2 o 3 casos 
presentaven una mutació en un d’aquests dos gens. Mutacions en gens com PTEN, 
p53 i LKB1/STK11 confereixen un augment considerable del risc de càncer de mama 
però en la majoria de poblacions són poc freqüents i representen només una petita 
proporció dels casos de càncer de mama hereditari. 

Estudis recents semblen indicar l’existència d’una causa poligènica segons la qual, 
un gran nombre d’al·lels de baixa penetrància (cadascun dels quals conferiria un 
augment de risc de l’orde d’1,5-2,0) es combinarien per conferir un interval de 
susceptibilitats en la població. Mentre que els individus amb pocs al·lels de baixa 
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penetrància tindrien un baix risc de patir càncer, els individus amb molts al·lels 
podrien tenir un risc del 50% al llarg de la vida (Peto, 2002; Pharoah et al., 2002).

Durant els últims anys, la caracterització dels components de les vies de 
senyalització que impliquen BRCA1 i BRCA2 ha impulsat la recerca de variants 
al·lèliques que confereixin un risc augmentat de càncer de mama. S’han examinat un 
gran nombre de gens candidats, suposadament rellevants pel desenvolupament 
tumoral, principalment mitjançant estudis cas-control. En aquests tipus d’estudis 
s’analitzen directament les associacions entre les variants polimòrfiques i el risc de 
càncer, expressades com odds ratio (OR). Malgrat tot, només ha estat possible 
identificar un reduït nombre de loci amb tota certesa. En una revisió de 46 estudis 
sobre els efectes de polimorfismes comuns en 18 gens en el risc de càncer de 
mama (Dunning et al., 1999), l’anàlisi combinada va identificar diferències 
significatives només en tres polimorfismes: CYP19-(TTTA)10, GSTP1-Ile105Val i 
p53-Arg72Pro (taula 8).

Taula 8 Associacions entre polimorfismes al·lèlics i el risc de càncer de mama.
Modificat de Dunning et al., 1999.

Gen/polimorfisme Nº d’estudis
(total casos) Grup de risc OR combinada

(95% CI) 

Gens del metabolisme 
d’hormones esteroides 

  COMT  Val158Met 3 (1401) Val/Met 0,88 (0,75-1,05)

Met/Met 0,86 (0,67-1,09)

  CYP17  promotor T  C 4 (1242) Portador C 1,10 (0,93-1,30)

  CYP19 (TTTA)n 4 (1777) Portador (TTTA)12 1,26 (0,91-1,74)

3 (1404) Portador (TTTA)10 2,33 (1,36-4,17) * 

  ER CCC325CCG 2 (468) Portador G 1,25 (0,94-1,68)

  PR PROGINS 3 (547) T1/T2 0,97 (0,73-1,28)

T2/T2 0,41 (0,15-0,95)

  CYP1A1  Ile462Val 4 (927) Portador Val 0,94 (0,68-1,30)

  CYP1A1 3’UTR T6245C 3 (750) Portador C 1,20 (0,91-1,58)

Gens del metabolisme 
de carcinògens 

  CYP2D6 6 (1126) Metabolitzador pobre 1,36 (0,96-1,91)

  GSTM1 deleció 4 (1553) Nul 1,14 (0,97-1,35)

  GSTT1 deleció 2 (333) Nul 1,18 (0,81-1,73)

  GSTP1 Ile105Val 2 (172) Portador Val 1,60 (1,08-2,39) * 

  NAT1 A1088T 2 (652) Portador T 1,07 (0,82-1,39)

  NAT2 4 (1584) Acetilador lent 0,97 (0,84-1,13)

Supressor tumoral 

  p53 Arg72Pro 3 (412) Portador Pro 1,27 (1,02-1,59) * 

  p53 intró 6  A  G 4 (563) AG 1,16 (0,91-1,47)

AA 0,84 (0,32-1,79)

  p53 intró 3 ins16pb 3 (527) A1/A1 1,02 (0,79-1,31)

0,89 (0,39-1,79)A2/A2

* Diferència estadísticament significativa. 
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4.2.2 Gens modificadors del risc en portadors de mutacions en BRCA1 o BRCA2

Algunes de les variants polimòrfiques en gens de baixa penetrància, així com la 
interacció de factors ambientals, poden modificar el risc en portadors de mutacions 
en gens majors de susceptibilitat. En el càncer de mama i ovari hereditari s’han 
suggerit diversos gens com a potencials modificadors del risc en portadors de 
mutacions en BRCA1 o BRCA2, la majoria d’ells relacionats amb el metabolisme de 
les hormones sexuals i amb la reparació del DNA. La seva evidència, però, és 
encara massa dèbil per ser utilitzats en la pràctica clínica. Alguns d’aquests gens 
s’inclouen en la taula 9. 

Taula 9 Efecte de gens modificadors en el risc de 
càncer de mama i d’ovari. Modificat de Narod, 2002. 

Càncer de Mama Càncer d’Ovari 

BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2

? ?AR

? ? ?NCOA3

? ?RAD51

? ? ?HRAS1

 : augment de risc;  : disminució del risc;  : no s’observa 
efecte modificador; ? : no estudiat;  : els polimorfismes en l’AR
podrien disminuir o augmentar el risc en portadors de mutacions 
en BRCA1, depenent del genotip específic.  

En alguns casos s’ha descrit l’efecte d’una o més variants al·lèliques en l’edat 
d’aparició del tumor. Per exemple, Osorio et al. (2006) van analitzar l’efecte de dos 
polimorfismes en el gen p53: Ins16pb i Arg72Pro, i van comprovar que un haplotip 
específic, amb l’al·lel sense la inserció de 16 pb i l’al·lel Arg72Pro (haplotip No ins-
72Pro), augmenta la precocitat en portadors de mutacions en BRCA2.

Gen AR

El gen de receptor d’andrògens (AR, d’Androgen Receptor) conté un tram de 
poliglutamines polimòrfic, amb un nombre variable de codons CAG, que en la 
població general es troba entre 17 i 26. In vitro, el grau de transactivació del receptor 
per part de l’androgen varia de forma inversament proporcional a la longitud de la 
repetició (Chamberlain et al., 1994). En un estudi d’associació (Giguere et al., 2001), 
les dones amb una mitjana de 19,5 o menys repeticions presentaven la meitat de 
risc de càncer de mama que les dones amb una mitjana de 20 o més unitats. 
Aquests resultats indiquen que un increment de l’activitat androgènica s’associa a un 
menor risc de càncer de mama, però dos estudis anteriors no havien mostrat 
aquesta associació (Dunning et al., 1999; Spurdle et al., 1999). 
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D’altra banda, BRCA1 és un coactivador del receptor d’andrògens (Park et al.,
2000). En un estudi en portadores de mutació en BRCA1 (Rebbeck et al., 1999), les 
dones amb més de 27 repeticions CAG s’havien diagnosticat de càncer de mama a 
una edat més jove que aquelles amb dos al·lels més curts, d’acord amb la teoria que 
una major activitat androgènica és protectora. Un altre estudi, però, realitzat en 
dones jueves portadores d’una mutació en BRCA1 o BRCA2, no confirmava aquest 
efecte (Dagan et al., 2002). 

Pel que fa al càncer d’ovari, les dades d’un estudi fet en dones jueves amb càncer 
d’ovari i portadores de mutació en BRCA1 mostraven que les dones amb un al·lel 
més curt del gen AR eren diagnosticades a una edat més jove que aquelles sense 
un al·lel curt (Levine i Boyd; 2001a). Aquesta observació concorda amb el fet que les 
dones amb concentracions elevades d’andrògens en sang tenen més risc de 
desenvolupar càncer d’ovari (Helzlsouer et al., 1995).

Conjuntament, aquests estudis indiquen que la influència de l’activitat androgènica 
sobre el risc de càncer de mama i d’ovari podria exercir-se en direccions oposades. 
Malgrat tot, fins al moment no hi ha prou dades per extreure’n conclusions 
definitives. 

Gen NCOA3

El gen NCOA3 (Nuclear Receptor CoActivator 3) codifica per un coactivador del 
receptor d’estrògens i està amplificat en el 10% dels tumors de mama i 
sobreexpressat en el 64% (Anzick et al., 1997). Com el receptor d’andrògens, 
l’NCOA3 conté un polimorfisme de repeticions CAG que genera un tram de 
poliglutamines. Dos estudis fets en dones portadores de mutació en BRCA1 o 
BRCA2 mostren que un major nombre de repeticions s’associa a un augment de risc 
de càncer de mama, mentre que els al·lels més curts tindrien un efecte protector 
(Rebbeck et al., 2001; Kadouri et al., 2004). En un estudi més recent, però, no s’ha 
confirmat aquesta associació (Wilkening et al., 2005).

Gen RAD51 

Com s’ha vist en punts anteriors, la proteïna RAD51 està implicada en la reparació
dels talls de doble cadena al DNA i interacciona tant amb BRCA1 com amb BRCA2. 
En dos estudis paral·lels, un polimorfisme en la regió 5’ no traduïda del gen RAD51
es va associar a un risc augmentat de càncer de mama en portadores de mutació en 
BRCA2, però no en BRCA1 (Levy-Lahad et al., 2001; Wang et al., 2001). D’altra 
banda, un estudi recent de diversos gens relacionats amb la via de reparació de 
RAD51 (Rodríguez-López et al., 2004), ha identificat una variant en el gen RAD51D
(E233G), significativament més freqüent en famílies d’alt risc (no portadores de 
mutacions en BRCA) que en controls i altres grups de pacients amb càncer de 
mama. Són necessaris més estudis per aclarir si es tracta d’un al·lel de 
susceptibilitat al càncer de mama de baixa penetrància.  
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Gen HRAS 

El cromosoma 11 conté un polimorfisme consistent en un nombre variable de 
repeticions en tàndem (VNTR, de Variable Number of Tandem Repeats), situat a una 
quilobase del protooncogèn HRAS. Alguns dels al·lels són infreqüents i s’ha 
proposat que la seva presència és un factor de risc per a diversos tipus de càncers 
(Krontiris et al., 1993). En un estudi fet en portadores de mutació en BRCA1 (Phelan 
et al., 1996), es va associar la presència d’un o dos al·lels rars del polimorfisme al 
doble de risc de patir càncer d’ovari, però no de mama. 

4.2.3 Factors modificadors no genètics

A part de la presència de variants al·lèliques en gens de baixa penetrància, diversos 
estudis epidemiològics han identificat un nombre considerable de factors no genètics 
que modifiquen el risc de càncer de mama i ovari. En la població general, un major 
nombre de fills és un factor protector tant pel càncer de mama com pel d’ovari 
(Whittemore et al., 1992; Clavel-Chapelon et al., 2002). L’efecte de la paritat en 
portadores és menys clar, però la majoria d’estudis mostren també una reducció del 
risc semblant a la de la població general (Modan et al., 2001; Rebbeck et al., 2001; 
Tryggvadottir et al., 2003). D’altra banda, un estudi de tipus cas-control a gran escala 
va trobar que l’ús d’anticonceptius orals estava associat a un lleuger increment del 
risc de càncer de mama en portadores BRCA1, però no en BRCA2 (Narod et al.,
2002). Un altre estudi va mostrar que una ooferectomia profilàctica podria reduir 
considerablement el risc de càncer de mama en portadores de mutacions en BRCA1
(Rebbeck et al., 1999). L’efecte d’altres factors de risc coneguts en la població 
general, com la lactància, l’excés de pes i el consum d’alcohol no s’han pogut 
establir de forma clara en dones portadores de mutacions en els gens BRCA.

D’altra banda, en un estudi recent de King et al. (2003) es va comprovar l’existència 
d’un efecte de cohort relacionat amb l’any de naixement: les dones portadores de 
mutació en BRCA1 o BRCA2 i nascudes abans de l’any 1940 tenien menys risc de 
patir càncer de mama que les portadores nascudes amb posterioritat (24% i 67% al 
50 anys, respectivament). Els autors suggereixen que la diferència entre les dues 
cohorts podria ser conseqüència de diferències ambientals, dietètiques i 
reproductives/hormonals, com una edat precoç de la menàrquia, un conegut factor 
de risc més comú en generacions recents. 
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5 CONSELL GENÈTIC EN LA PREDISPOSICIÓ HEREDITÀRIA AL CÀNCER 
DE MAMA I OVARI

Amb la identificació dels gens BRCA1 i BRCA2 ha esdevingut possible oferir un 
diagnòstic genètic a individus a risc. Malgrat tot, la proporció de càncers de mama i 
d’ovari deguts a alteracions en els gens BRCA1 i BRCA2 és molt baixa i l’anàlisi 
molecular dels gens BRCA és un procés car i complex. A més, el resultat obtingut no 
és sempre informatiu i pot generar ansietat o problemes psicosocials en els individus 
estudiats i les seves famílies. Per aquestes raons, s’estableixen criteris de selecció
dels individus o pacients a qui oferir el diagnòstic genètic, basats en la història 
personal i familiar, que suggereixen una causa genètica. Per altra banda, s’han 
desenvolupat models de càlcul per avaluar el risc individual de desenvolupar 
càncer o de ser portador d’una mutació en BRCA, en funció d’aquests antecedents 
clínics personals o familiars. 

5.1 SELECCIÓ DE LES FAMÍLIES I PACIENTS 

Avaluació del risc de desenvolupar càncer 

Abans del descobriment dels gens BRCA es van elaborar diversos mètodes per 
avaluar el risc de desenvolupar càncer. Els més coneguts són el model de Gail i 
el de Claus. El model de Gail utilitza cinc variables per calcular el risc: l’edat al 
diagnòstic, edat en el primer embaràs, edat a la menàrquia, nombre de familiars de 
primer grau amb càncer de mama, i nombre de biòpsies de mama realitzades (Gail 
et al., 1989). Amb aquestes variables es calcula el risc específic per edat. El model 
de Gail no valora bé el risc en tots els casos ja que no considera la presència de 
càncer de mama en els familiars de segon grau i tampoc té en compte la presència 
de càncer d’ovari en la família. D’altra banda, el model de Claus es podria aplicar 
millor a les dones amb càncer de mama hereditari perquè té en compte els nombre 
de casos en la família i les edats al diagnòstic dels membres afectes (Claus et al.,
1991). Com l’anterior, no considera antecedents de càncer d’ovari. Ambdós models 
infraestimen el risc individual de càncer de mama en famílies portadores de mutació 
BRCA, mentre que sobreestimen el risc en no portadores. 

Càlcul de la probabilitat de detectar una mutació en BRCA1 o BRCA2

S’han desenvolupat diversos models matemàtics que permeten calcular la 
probabilitat d’un individu de ser portador d’una mutació patogènica en BRCA1 o 
BRCA2. Com els anteriors, aquests mètodes es basen en els antecedents 
individuals i en la història familiar de càncer de mama i d’ovari (Berry et al., 1997; 
Couch et al., 1997; Frank et al., 1998; Parmigiani et al., 1998; de la Hoya et al.,
2002). Aquests i altres estudis van indicar les característiques que acompanyaven 
una alta probabilitat de ser portador: existència d’antecedents familiars, presència 
de càncer d’ovari (sobretot per BRCA1) i aparició precoç del càncer de mama.
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El model de Couch estima la probabilitat de trobar una mutació en una família amb 
almenys un cas de càncer de mama i es basa en l’edat mitja del càncer de mama en 
la família de la provand (Couch et al., 1997). Altres factors considerats són la història 
familiar de càncer de mama o la de càncer de mama i ovari. Una limitació del model 
és que es basa en un nombre relativament petit de famílies amb una mitjana de 3,5 
casos de càncer de mama (164 dones en total) i només té en compte les mutacions 
en BRCA1, si bé només inclou dones caucàsiques (s’exclouen per tant les dones 
d’origen jueu asquenasita). Prediu una mutació en BRCA1 només en el 16% de les 
dones amb història familiar de càncer de mama i en el 7% de les famílies amb 
història de càncer de mama. Les mutacions en BRCA1 no s’associen amb la 
presència de càncer de mama bilateral ni amb el nombre de familiars afectes. 

El model de Frank (Myriad Genetics), estima la probabilitat que una dona amb 
càncer de mama diagnosticat abans dels 50 anys sigui portadora d’una mutació en 
BRCA1 o BRCA2 basant-se exclusivament en la història personal i familiar (taula 10) 
(Frank et al., 1998). 

Taula 10 Probabilitat estimada de ser portadora en dones amb càncer de mama 
diagnosticat abans dels 50 anys. Tret de Frank et al., 1998.

Algun
familiar:
CM < 50 
anys? 

Algun
familiar: 

CO?

Provand: Provand: Probabilitat 
mut BRCA1

Probabilitat 
mut BRCA2

Probabilitat 
mut BRCACM bilat 

o CO? 
CM < 40 
anys? % % %

10,1 14,5 25
28,2 11,6 40
41,5 9,5 51
71,1 4,7 76
22,9 12,5 35
22,9 12,5 35
65,0 5,7 71
65,0 5,7 71
22,9 12,5 35
50,9 7,9 59
65,0 5,7 71
86,7 2,2 89

Bilat: bilateral; CM: càncer de mama; CO: càncer d’ovari; mut: mutació 

Aquest model es va desenvolupar a partir d’una mostra de 238 dones amb càncer de 
mama diagnosticat abans dels 50 anys o amb càncer d’ovari i, almenys, un familiar 
de primer o segon grau. És útil per predir la probabilitat de trobar una mutació en una 
família, determinant el grau de relació amb la provand. Així, els familiars de primer 
grau no afectes tenen la meitat de probabilitat de patir càncer de mama, respecte al 
familiar afecte; els familiars de segon grau tenen un 25% de probabilitat, etc. Aquest 
model és més aplicable a famílies amb vàries dones diagnosticades de càncer de 
mama abans dels 50 anys o amb càncer d’ovari a qualsevol edat, excloent les dones 
amb càncer de mama diagnosticades després dels 50 anys. 
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En aquest treball van observar també que la presència d’homes amb càncer de 
mama en la família era un factor predictiu de mutació en BRCA2, però el nombre de 
famílies amb aquestes característiques era massa baix per obtenir un valor 
significatiu i no es va incloure en els càlculs de probabilitats. 

El model BRCAPRO, desenvolupat per Berry i Parmigiani (Berry et al., 1997; 
Parmigiani et al., 1998), utilitza un mètode matemàtic probabilístic basat en 
l’herència mendeliana i aplica les bases del teorema de Bayes. Estima la probabilitat 
individual de ser portador d’una mutació en BRCA1 o BRCA2, segons la història 
familiar. Aquest model es basa en l’edat al diagnòstic i la incidència acumulada de 
càncer de mama i ovari en pacients portadores de mutació BRCA, comparada amb 
les no portadores. El càlcul final de probabilitat incorpora l’edat i la informació de la 
història familiar de càncer dels familiars de primer i segon grau, segons l’herència 
mendeliana dels gens autosòmics dominants. La limitació d’aquest estudi es deu a 
que la mostra seleccionada per establir-lo es compon de dones amb una important 
història familiar de càncer de mama i ovari. Per tant, aquest model prediu de forma 
correcta quan la família estudiada té un alt risc de presentar una mutació en BRCA1
o BRCA2.

Per últim, el model de de la Hoya estima la probabilitat de presentar una mutació en 
BRCA1 o BRCA2 mitjançant el desenvolupament d’una regressió logística (de la 
Hoya et al., 2002). Es van seleccionar 102 famílies espanyoles amb almenys 3 
casos de càncer de mama o ovari (amb almenys un cas diagnosticat abans del 50 
anys). Aquest model té en compte el nombre de casos de càncer de mama i ovari en 
una mateix persona, la presència de càncer de mama bilateral, el càncer de mama 
en homes i la mitjana de l’edat al diagnòstic de càncer de mama. Els autors estimen 
que el seu valor predictiu positiu és de 77,4% i el valor predictiu negatiu de 79%.  

Diversos treballs posteriors han avaluat la validesa d’aquests models de predicció 
comparant els resultats de l’anàlisi genètica dels gens BRCA1 i BRCA2 amb les 
probabilitats estimades de ser portador (Berry et al., 2002; de la Hoya et al., 2003). 
Per exemple, en un estudi fet en 301 individus (Berry et al., 2002), es va avaluar el 
programa informàtic BRCAPRO. Dels 150 provands que segons BRCAPRO tenien 
menys probabilitat de ser portadors (mitjana: 29,0%), la proporció de positius va ser 
del 32,7%, i dels 151 provands amb una probabilitat més elevada (mitjana: 95,2%), 
el 78,8% presentaven una mutació. Els autors suggereixen que BRCAPRO un 
mètode força precís, amb una sensibilitat del 85% i amb falsos negatius, que 
inclouen mutacions en altres gens de susceptibilitat. 

En qualsevol cas, tots els models descrits presenten limitacions respecte als gens 
considerats o a l’origen de la mostra poblacional (amb dades de prevalença i 
incidència de càncer diferents a la nostra) i cap d’ells no té en compte el nombre 
d’individus no afectats de la família respecte al nombre d’afectats. En general, els 
models són útils per orientar en l’assessorament genètic i validar les dades 
posteriorment obtingudes, però s’han d’utilitzar sense substituir el criteri i el 
coneixement del personal experimentat en consell genètic en càncer hereditari.
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Criteris de selecció 

Els criteris de selecció utilitzats en diferents centres tenen en compte 
fonamentalment el nombre d’individus afectats i e casos de càncer en la família i 
l’edat al diagnòstic, si bé presenten algunes diferències. A Catalunya, en les 
Oncoguies de consell i assessorament genètics en càncer hereditari, recentment 
elaborades, es proposen els següents criteris genèrics de selecció per a l’anàlisi 
genètica dels gens BRCA1 i BRCA2:

 Tres o més casos de càncer de mama / ovari 

 Dos casos de càncer de mama / ovari (almenys un càncer de mama 
diagnosticat abans dels 50 anys o bilateral) 

 Càncer de mama / ovari i almenys un cas de càncer de mama en home 

 Un cas de càncer de mama (abans dels 30 anys o abans dels 40 anys i 
bilateral) o bé càncer de mama i ovari 

 Un cas de càncer de mama en home 

5.2 INTERPRETACIÓ DELS RESULTATS DE LES PROVES GENÈTIQUES 

La interpretació correcta dels resultats individuals constitueix un aspecte principal de 
l’assessorament genètic posterior a l’anàlisi molecular. Els possibles resultats i les 
seves implicacions es resumeixen a continuació. 

Interpretació dels resultats positius 

La identificació d’una mutació patogènica en un individu explica el patró de càncer 
en la família i permet la detecció directa de la mutació en altres membres de la 
família. A més, indica que el portador té un risc incrementat de neoplàsia. 

L’estimació exacta del risc individual en un portador és problemàtica, degut a la seva 
dimensió temporal. Malgrat que la probabilitat de desenvolupar càncer sigui molt 
elevada al llarg de la vida, és molt incerta en els anys immediats a la detecció de la 
mutació, període de màxim interès per a la pacient i en el qual s’han de prendre 
decisions clíniques. Les famílies en les quals s’han deduït patrons de risc, sovint 
presenten molts membres afectats joves i, probablement, comparteixen alhora altres 
factors de risc, de manera que l’efecte de les mutacions en BRCA1 o BRCA2 ha 
estat sobrevalorat respecte al de la població general, però es desconeix fins a quin 
punt. Per caracteritzar el risc associat (penetrància) a mutacions en BRCA1 i BRCA2
calen més estudis poblacionals amb dones no seleccionades a partir d’una història 
familiar d’alt risc. D’altra banda, com ja s’ha explicat, gens modificadors, la història 
reproductiva o factors ambientals, entre d’altres, poden alterar individualment els 
efectes d’una mutació en BRCA1 o BRCA2. Per tant, una mateixa mutació pot estar 
associada a diversos graus de risc i a diferents tipus de càncer, fins i tot, entre els 
components d’una mateixa família, complicant la possibilitat de prediccions 
individuals (Simard et al., 1994; Thorlacius et al., 1996; Tonin et al., 1996). 
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Interpretació dels resultats negatius 

Resultat veritable negatiu (absència de la mutació familiar) 

Un cop identificada una mutació en el provand, la seva absència en un parent a risc 
és un resultat negatiu cert. Permet establir amb certesa en aquest individu, 
l’absència del risc associat a la mutació en ell i en els seus descendents, si bé no 
exclou el risc de la població general. No obstant això, cal tenir en compte situacions 
particulars, com ara la possibilitat de l’existència de dues mutacions quan l’arbre 
familiar ho suggereixi. La doble heterozigositat per mutacions germinals en BRCA1
i BRCA2 és un fenomen poc freqüent, amb una incidència del 0,22-0,87% entre els 
portadors de mutacions BRCA, encara que en individus jueus asquenasites podria 
assolir l’1,8% (Leegte et al., 2005). Els autors presenten els resultats de l’anàlisi de 
34 casos de doble heterozigositat, els quals indiquen que aquests individus no 
presenten un fenotip més greu que els portadors d’una única mutació en un dels dos 
gens. Per altra banda, quan l’individu pertany a algun grup ètnic d’alt risc, seria 
recomanable estudiar la presència de les mutacions més comunes en aquesta 
població. 

Resultat negatiu indeterminat (no detecció de mutació) 

Quan no s’ha identificat una mutació ni en BRCA1 ni en BRCA2 en un individu afecte 
d’una família d’alt risc, el resultat negatiu no és informatiu. D’una banda s’ha de 
considerar l’existència d’una mutació germinal no detectada pels mètodes utilitzats 
(fals negatiu). Per altra banda, l’individu podria ser portador d’una mutació en algun 
altre gen de susceptibilitat, l’agrupació familiar de càncer de mama i ovari podria ser 
el reflex de riscs genètics més dèbils o ambientals o, fins i tot, ser casual, degut a 
l’alta prevalença de càncers de mama esporàdics. En aquests casos s’aconsella fer 
una estimació del risc i seguir les recomanacions basades en la història  familiar. 
Caldria valorar també, si hi ha un familiar amb un major risc de ser portador o si 
apareix en el futur.

De la mateixa manera, en les famílies sense resultats caldria actualitzar la informació 
i ampliar l’anàlisi quan fos possible, amb la incorporació de noves tècniques o 
variacions de les existents. Per exemple, la tècnica de MLPA ha permès a molts 
laboratoris afegir l’anàlisi rutinari de grans reordenaments dels gens BRCA1 i 
BRCA2, fins aleshores un procés molt laboriós i poc factible. 

Interpretació de les variants d’efecte biològic desconegut 

Durant el procés de detecció de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 sovint 
s’identifiquen mutacions d’efecte biològic desconegut i, per tant, de significat clínic 
incert. Tot i que existeixen diversos mètodes per aclarir el seu caràcter benigne o 
patològic (vegeu 2.6), normalment són aproximacions poc factibles dins d’un estudi 
clínic. En aquests casos, l’estimació del risc i les recomanacions s’han de basar en 
la història personal i familiar i, recentment, s’han proposat diverses recomanacions 
per a l’assessorament genètic d’aquestes famílies (Vink et al, 2005). En qualsevol 
cas, és imprescindible recollir permanentment tota nova informació apareguda sobre 
cada variant, ja que pot modificar de manera substancial l’assessorament genètic de 
les famílies portadores en el futur.
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Objectius

L’objectiu d’aquest treball és l’estudi molecular dels gens BRCA1 i BRCA2 en 
pacients amb sospita de síndrome de càncer de mama i ovari hereditari. La 
identificació de mutacions en aquests pacients facilita l’assessorament genètic i 
l’aplicació de mesures de prevenció, detecció precoç i terapèutiques adequades. 

Els objectius concrets d’aquest treball són: 

1 Detectar i analitzar mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en els diversos 
individus a risc estudiats, per tal de: 

 Caracteritzar l’espectre de mutacions en la nostra població. 

 Avaluar la freqüència d’aquestes mutacions en el conjunt dels individus a 
risc, així com en diversos grups fenotípics. 

 Estudiar possibles associacions entre genotip i fenotip. 

2 Identificar i establir l’origen i característiques de mutacions recurrents en la 
nostra població. 

3 Establir la possible patogenicitat de les variants d’efecte biològic desconegut 
identificades durant el procés de detecció de mutacions, principalment per mitjà 
de l’anàlisi de l’RNA missatger de portadors. 
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Material i mètodes 

1 CARACTERÍSTIQUES DE LA MOSTRA SELECCIONADA  

A causa de la grandària dels gens BRCA1 i BRCA2 i al fet que les mutacions es 
troben distribuïdes al llarg de tota la seqüència, les tècniques de detecció de 
mutacions són molt laborioses i tenen un elevat cost econòmic. A més, aquests tipus 
d’estudis poden tenir conseqüències psicològiques pels individus analitzats i els seus 
familiars. Per aquests motius s’estableixen criteris estrictes de selecció de les 
famílies i pacients a estudiar, que indiquen una alta probabilitat de ser portador de 
mutació en BRCA1 o BRCA2 (vegeu introducció 5.1).

La mostra analitzada inclou 127 pacients (dones amb càncer de mama o d’ovari i 
homes amb càncer de mama) pertanyents a famílies estudiades a l’Hospital de la 
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. Les famílies es distribueixen en tres grups: 

Famílies amb casos de càncer de mama i ovari

         3 casos :  n = 30 

           2 casos :  n = 9 

Famílies amb casos de càncer de mama

         3 casos :  n = 53 

           2 casos :  n = 25 

Famílies amb casos de càncer de mama o d’ovari i càncer de mama en homes
                                 n = 10 

Normalment s’ha analitzat el familiar amb la major probabilitat de ser portador d’una 
mutació patogènica en BRCA1 o BRCA2 : un home amb càncer de mama o la dona 
diagnosticada més jove de càncer de mama o d’ovari (preferentment d’ovari). 

2 DETECCIÓ DE MUTACIONS GERMINALS EN BRCA1 I BRCA2

Per a la detecció de mutacions s’han utilitzat dos dels mètodes més habituals en 
aquests tipus d’estudis: la PTT (protein truncation test) i la SSCP (single strand 
conformation polymorphism). Mentre que la PTT només detecta mutacions truncants 
i per tant presumptament patogèniques, la SSCP permet identificar també un gran 
nombre de variants al·lèliques que, en cas de no trobar-se en població control, són 
de difícil classificació. Així, s’han utilitzat diversos protocols addicionals per 
determinar la patogenicitat d’aquestes variants d’efecte biològic desconegut (apartat 
4).

Tots els estudis s’han basat en l’anàlisi del material genètic (DNA i RNA) obtingut a 
partir de diversos tipus de teixits (principalment sang perifèrica) i seguint diferents 
protocols, tal com s’especifica en les publicacions. A continuació es resumeixen els 
protocols més significatius que s’han posat a punt i desenvolupat. 
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2.1 ANÀLISI CONFORMACIONAL DE POLIMORFISMES DE CADENA SENZILLA 
(SSCP)

Amb la tècnica de SSCP, descrita per Orita et al. (1989), es poden detectar 
variacions en la seqüència d’un fragment de DNA prèviament amplificat mitjançant la 
tècnica de la Reacció en cadena de la polimerasa (PCR, de polymerase chain 
reaction). Aquest mètode es basa en el principi següent: quan un segment de DNA 
de doble cadena es desnaturalitza mitjançant calor i posteriorment es refreda 
ràpidament, les cadenes queden separades. Si a continuació es sotmet a una 
electroforesi no desnaturalitzant en gel de poliacrilamida cada cadena de DNA pren 
una o vàries conformacions específiques (en funció de la seqüència de nucleòtids) 
condicionant la seva migració electroforètica. Una mínima variació de la seqüència 
pot manifestar-se per una diferència de conformació originant, com a conseqüència, 
una migració diferent. 

El cribratge mutacional d’ambdós gens s’ha dut a terme mitjançant pels exons petits i 
de PTT pels exons grans (exó 11 de BRCA1 i exons 10 i 11 de BRCA2) (figura 13). 
En la figura s’indiquen també els fragments en els que s’han dividit els exons per a la 
tècnica de PTT.

5’ 3’

1 kb

11.1 11.2 11.3

SSCP PTT SSCP

5’ 3’

1 kb

11.A

SSCP PTT SSCP

11.B 11.C 11.D
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11.1 11.2 11.3

SSCP PTT SSCP
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Figura 13  Representació esquemàtica dels fragments de BRCA1 i BRCA2 
analitzats mitjançant SSCP i PTT. 
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La conformació i la mobilitat de la cadena ve determinada per paràmetres com la 
mida del fragment (major sensibilitat per mides petites), la composició del gel, la 
resistència iònica del tampó i la temperatura. Per augmentar la sensibilitat de la 
tècnica es recomana sotmetre a electroforesi a dues o més condicions adequades. 
L’electroforesi pot realitzar-se manual o automatitzada, com el sistema GeneGel 
(Amersham- Pharmacia Biotech) descrit en l’apartat 1.1 de Resultats. 

2.2 ANÀLISI DE LA PROTEÏNA TRUNCADA (PTT) 

Hi ha descrits diversos protocols per a la identificació de petites substitucions, 
insercions o delecions en fragments relativament petits de DNA (50-500 pb). Malgrat 
tot, quan es treballa amb gens grans com són BRCA1 i BRCA2 , és preferible 
analitzar fragments més grans per tal d’agilitar el procés. Un dels mètodes que ho 
permet és l’anàlisi de la proteïna truncada o PTT, una síntesi proteica in vitro que 
únicament detecta mutacions del tipus truncant, les més comunes en el càncer de 
mama hereditari. Quan s’analitza DNA genòmic, els fragments a analitzar no poden 
contenir regions intròniques.

Per BRCA1, s’estudia l’exó 11 dividit en 3 fragments i per BRCA2, l’exó 10 sencer i 
l’exó 11 dividit en 4 fragments (figura 13). S’amplifiquen per PCR els diferents 
fragments dels gens i posteriorment es realitza una reacció de transcripció i 
traducció in vitro. L’equip de reactius TnT T7-Coupled Rabbit Reticulocyte System de 
Promega conté els reactius necessaris per dur a terme la síntesi proteica. 

S’utilitza un primer forward que conté tres regions específiques: un promotor de la 
RNA polimerasa del bacteriòfag T7, una seqüència d’inici de traducció (8 pb de la 
seqüència Kozac) i un triplet ATG en el marc de lectura. A més, el tub de reacció 
conté la TnT T7 RNA polimerasa i un lisat cel·lular de reticulòcits de conill que aporta 
la maquinària cel·lular de síntesi proteica i aminoàcids. També s’afegeix 35S-
metionina que s’incorpora als fragments proteics i permet, després d’una 
electroforesi (SDS-PAGE), visualitzar per autoradiografia les bandes corresponents 
als diversos fragments proteics. Les bandes amb moviment anormal indiquen 
fragments de longitud anòmala, deguts a l’existència d’una mutació. 

3 CARACTERITZACIÓ DE MUTACIONS RECURRENTS: ANÀLISI DE 
L’HAPLOTIP 

L’anàlisi de l’haplotip associat a mutacions que apareixen de forma recurrent en 
diverses famílies, permet establir un possible origen comú. 

Per a la caracterització de les mutacions recurrents 330A>G en BRCA1 i  9254del5 i 
6857delAA en BRCA2, s’ha construït l’haplotip dels cromosomes 17 i 13, on es 
localitzen BRCA1 i BRCA2, respectivament, mitjançant l’anàlisi de seqüències
microsatèl·lits (repeticions CA) altament polimòrfiques (figura 14). Per construir 
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l’haplotip de BRCA2 s’han estudiat també dos polimorfismes interns, analitzats per 
SSCP: 1342A>C (exó 10) i 7470A>G (exó 14).

A. CROMOSOMA 17 

B. CROMOSOMA 13 

THRA1              D17S800              D17S855     D17S1323    D17S1327         D17S579

D13S1700                    D13S1698                            D13S171        D13S1694     D13S267
1342C>A   7470A>G

D13S260                                                         D13S1695      D13S310

BRCA1

BRCA2

THRA1              D17S800              D17S855     D17S1323    D17S1327         D17S579

D13S1700                    D13S1698                            D13S171        D13S1694     D13S267
1342C>A   7470A>G

D13S260                                                         D13S1695      D13S310

BRCA1

BRCA2

Figura 14  Representació esquemàtica dels marcadors microsatèl·lits analitzats en 
BRCA1 (A) i BRCA2 (B). També es mostren dos polimorfismes interns en el gen 
BRCA2, utilitzats també per a la construir l’haplotip del cromosoma 13.

El DNA de sang perifèrica del màxim nombre d’individus de cada família, tant 
portadors com no portadors, s’amplifica mitjançant PCR per cada un dels marcadors. 
Seguidament es procedeix a la detecció de les bandes, mitjançant el mètode d’ECL
(Enhanced Chemiluminiscence) (Amersham), que utilitza una sonda (CA)n que ha 
sigut marcada en l’extrem 5’ amb una biotina. 

El producte de PCR es dilueix amb blau de formamida, segons la intensitat de 
l’amplificació. Es desnaturalitza 5 min a 95 ºC i es posen les mostres en gel. Es 
carreguen 3 l del producte en un gel desnaturalitzant d’acrilamida al 8% en 
condicions desnaturalitzants i es realitza l’electroforesi a 1800V. El temps de 
carrera depèn de la mida dels fragments. 

Els fragments es transfereixen a una membrana de niló (carregada positivament) 
que s’humiteja en SSC2X durant 10-15 min i s’introdueix en un tub d’hibridació. 
S’afegeixen 30 ml del tampó d’hibridació (Gold Buffer) i es procedeix a una 
prehibridació a 42 ºC durant un mínim de 30 min. Per a la hibridació s’afegeixen 
15 l de la sonda marcada i 3 l de peroxidasa i es deixa a 42 ºC durant un mínim de 
1 h. En el mateix tub d’hibridació, es fan dos rentats amb la solució de rentat 
(SSC3X + SDS 0,1%) prèviament escalfada a 42 ºC. La membrana es submergeix 
en els reactius de detecció del kit durant un minut exacte. Finalment, s’asseca i es 
procedeix al seu revelat en una placa radiosensible. 

Les freqüències dels diferents al·lels de cada marcador i dels dos polimorfismes de 
BRCA2 es calculen a partir de 100 cromosomes de població espanyola sana, no 
portadors de la mutació. Per a cada família s’obté un haplotip associat a la mutació i 
els haplotips obtinguts es comparen per tal de determinar si la mutació té o no un 
origen comú. 
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4 ESTUDI DE VARIANTS D’EFECTE BIOLÒGIC DESCONEGUT 

Hi ha diverses estratègies per tal d’esbrinar si un canvi en la seqüència nucleotídica 
del gen pot realment afectar l’estructura o la funció de la proteïna corresponent 
(vegeu Introducció 2.6). L’estudi del mRNA de portadors de mutacions permet 
identificar els possibles canvis en la maduració del pre-mRNA causats per variants 
al·lèliques. Si el processament del RNA és normal i es disposa de teixit tumoral dels 
portadors, es pot estudiar la possible pèrdua al·lèlica en la regió del gen. 

4.1 ANÀLISI DE L’RNA DE PORTADORS 

La major part dels gens eucariotes que codifiquen per proteïnes contenen la 
seqüència traduïble en segments discontinus (exons), interromputs per altres 
seqüències generalment més llargues (introns), que no formen part del RNA madur. 
Els introns són eliminats del transcrit primari mitjançant un procés bioquímic conegut 
com splicing, que té lloc d’una manera exacta i precisa en els llocs de tall o splice
sites. El procés d’splicing es duu a terme per l’spliceosoma, un gran complex 
macromolecular format per ribonucleoproteïnes nuclears petites (snRNPs) i més de 
60 factors d’splicing addicionals, que s’uneix a unes seqüències conservades i 
catalitza el procés. 

La selecció dels extrems de l’intró o llocs d’splicing és bàsica per la fidelitat i 
efectivitat del procés i ve determinada pel lloc d’splicing 5’ o donador, la seqüència 
de punt ramificat (branch site) i el lloc d’splicing 3’ o acceptor del pre-mRNA. 
L’alteració d’aquestes seqüències (gairebé idèntiques a tots els introns coneguts) pot 
afectar greument el procés de maduració del transcrit i generar mRNAs anormals, 
que són inestables o bé generen isoformes proteiques defectuoses o deletèries. 

A més, s’han descrit diversos elements en cis, importants per una correcta 
identificació dels llocs d’splicing. Aquests elements poden actuar bé estimulant (com 
els enhancers) o reprimint (com els silencers) l’splicing. Les seqüències
potenciadores de l’splicing (Exonic Splicing Enhancer, ESE), en particular, 
semblen ser abundants i estar presents en la majoria dels exons. Són llocs d’unió de 
proteïnes SR (riques en serina i arginina) i actuen afavorint la inclusió dels exons en 
el mRNA madur. Un estudi recent, realitzat a partir d’una base de dades de 50 
substitucions d’un únic nucleòtid que causen la deleció d’un exó (exon skipping) in 
vivo en diversos gens humans, mostra que sovint, però no sempre, l’exon skipping 
aberrant és el resultat del trencament d’una ESE crítica (Liu et al., 2001). Petites 
insercions o delecions en els exons podrien tenir efectes similars. 

Obtenció de cDNA: RT-PCR 

L’RNA total s’aïlla de limfòcits de sang perifèrica d’individus portadors i de controls 
utilitzant el reactiu d’extracció de RNA UltraspecTM (Biotecx) i, posteriorment, l’RNA 
total (5 l) es retrotranscriu a cDNA utilitzant la Moloney Murine Leukemia Virus 
Reverse Transcriptase (Life Technologies). 
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Dos l del producte de la RT-PCR i 20 pmol de cada primer s’amplifiquen en una 
reacció de 50 l que conté 1.0 U de polimerasa de DNA (EcoTaq, Ecogen SRL), 20 
nmol de cada desoxiribonucleòtid trifosfat, tampó de reacció (Ecogen SRL), i 1,5 
mmol/l de MgCl2 (1,25 mmol/l en el cas de l’amplicó 20-24 de BRCA2). 
L’amplificació es duu a terme en un termociclador PTC-200 (MJ Research, 
Watertown, Massachusetts, USA). 

S’utilitza una PCR “touchdown”, que consisteix en uns primers 20 cicles de 94ºC 40 
segons, 60ºC 40 segons menys 0,5ºC per cicle, seguits de 20 cicles més de 94ºC 40 
segons, 50ºC 40 segons més un segon per cicle. La mida dels productes de la PCR 
es verifica en un gel d’agarosa al 2%.

Seqüenciació

Tots els amplicons es seqüencien utilitzant un aparell ABI Prism 310 (Applied 
Biosystems). Els primers utilitzats es troben a l’interior d’exons que flanquegen la 
regió amb el canvi en la seqüència a estudiar. Si una mutació provoca un splicing
anormal, en el gel d’agarosa apareix una banda d’una mida diferent i la seqüenciació 
del cDNA permet conèixer les característiques del canvi. 

4.2 AVALUACIÓ TEÒRICA D’ALTERACIONS EN L’SPLICING

Existeixen diversos mètodes que permeten predir, a partir d’una seqüència de DNA, 
si una variant pot causar un splicing aberrant. La comparació d’aquestes prediccions 
amb l’anàlisi del mRNA és útil per confirmar la seva validesa. 

Seqüències consens 

Les reaccions de ruptura i acoblament s’han de realitzar amb gran precisió, ja que un 
error en un sol nucleòtid podria fer variar el marc de lectura de la seqüència del 
mRNA resultant, produint-se un missatge sense sentit. En la gran majoria d’introns, 
els primers dos nucleòtids de la seqüència intrònica són 5’-GU-3’ i els dos últims, 5’-
AG-3’. Els motius GU-AG formen part d’unes seqüències conservades més llargues 
que es troben al voltant dels llocs 5’ i 3’ d’splicing. Aquestes seqüències varien en 
els diferents tipus d’eucariotes; en els vertebrats es poden descriure com: 

       Lloc donador d’splicing (5’) 5’ - AG GUAAGU - 3’ 
     Lloc acceptor d’splicing (3’) 5’ - PyPyPyPyPyPyNCAG  - 3’ 

on “Py” és un dels dos nucleòtids pirimidina (U o C), “N” és qualsevol nucleòtid, i la 
fletxa indica la frontera exó-intró. 

El primer mètode es basa en el càlcul dels valors consens, que reflecteixen la 
similitud entre un lloc d’splicing amb la variant i les seqüències conservades dels 
llocs donador i acceptor d’splicing (Shapiro i Senapathy, 1987). 

S’estudien tres variants en zones intròniques de BRCA1: IVS18+5G>A, IVS20- 
6_IVS20-4del i IVS22-2A>G. Per cada una es compara el valor consens de la 
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seqüència salvatge amb el de la mutada. Aquest valor hauria de ser inferior en cas 
que la variant trenqui la seqüència consens i provoqui un splicing anòmal. 

Seqüències ESE: ESEfinder 

Aquest mètode permet estudiar l’efecte de variants localitzades en exons. 
L’ESEfinder (Cartegni et al., 2002a i 2003) (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE) (abans 
http://exon.cshl.edu/ESE/) és un programa que facilita l’anàlisi ràpida de seqüències 
exòniques per identificar possibles seqüències ESE d’unió a quatre proteïnes SR: 
SF2/ASF, SC35, SRp40 i SRp55 (figura 15).

Les seqüències ESE de cada proteïna presenten una composició nucleotídica 
particular (figura 15A). El programa analitza la similitud entre aquestes seqüències 
consens i qualsevol fragment de DNA proporcionant un valor (score). Si aquest 
supera el valor llindar (Thr) establert per cada proteïna, indica que es pot tractar 
d’una ESE (figura 15B). 
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Thr: 1,956 Thr: 2,383      Thr: 2,67      Thr: 2,676

S
co

re

  A. Seqüències consens de 4 proteïnes SR          B. Seqüències ESE predites en BRCA1

Figura 15 Seqüències ESE d’unió a proteïnes SR. A. Seqüències consens d’unió a 
quatre proteïnes SR. L’altura de cada lletra representa la freqüència de cada 
nucleòtid en una posició donada. B. Representació de les 9 ESE predites en la 
seqüència que correspon als nucleòtids 1-78 de BRCA1. L’amplada de les barres 
representa la longitud del motiu (6, 7 o 8 nucleòtids). L’altura de les barres representa 
el valor (score) del motiu. En la gràfica apareixen només els valors més alts. Tret de 
la web de l’ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/ tools/ESE). 

El patró d’ESEs de la seqüència amb la variant es compara amb el de la seqüència 
salvatge, per tal d’identificar qualsevol guany o pèrdua de llocs d’unió de SR predits. 
En el present treball (Resultats 3), s’han comparat les seqüències de cDNA de l’exó 
18 de BRCA1 per estudiar l’efecte de les variants 5196del3, G1706A i S1715N, i la 
de l’exó 15 de BRCA2 per estudiar la variant T2515I. 
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4.3 DETECCIÓ DE PÈRDUA AL·LÈLICA MITJANÇANT L’ANÀLISI DE 
MARCADORS MICROSATÈL·LITS 

La pèrdua al·lèlica, o pèrdua d’heterozigositat, s’associa a la pèrdua del gen salvatge 
en tumors amb una mutació en un gen supressor. Aquest fenomen és molt habitual 
en tumors de mama i d’ovari en pacients portadors d’al·lels mutats, en què 
s’observen pèrdues al·lèliques de regions cromosòmiques que contenen BRCA1 o 
BRCA2. La pèrdua de l’al·lel salvatge en el tumor d’un portador d’una variant 
d’efecte biològic desconegut, afavoreix la hipòtesi del caràcter patogènic de la 
variant.

A partir de mostres de DNA de sang perifèrica de diversos individus de la mateixa 
família es construeix l’haplotip amb marcadors microsatèl·lits, tal i com s’ha explicat 
en l’apartat 3, i s’identifica l’haplotip associat a la mutació. 

Per una altra banda, s’extreu el DNA dels tumors, en aquest cas parafinats, utilitzant 
l’equip DEXPATTM (TaKaRa Biomedicals), i es procedeix també a la construcció de 
l’haplotip. 

Es compara l’haplotip del DNA de sang perifèrica amb el de DNA dels tumors i es 
comprova si hi ha hagut pèrdua d’heterozigositat en algun dels marcadors i si 
correspon a l’al·lel salvatge. 

64



RESULTATS





Resultats

1 DETECIÓ DE MUTACIONS EN ELS GENS BRCA1 I BRCA2

1.1 CONDITIONS FOR SINGLE-STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM 
(SSCP) ANALYSIS IN BRCA1 GENE IN AN AUTOMATED SYSTEM 

B Campos, O Díez, J Cortés, M Domènech, C Alonso, M Baiget 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2001; 39: 401-404  

El desenvolupament de mètodes automatitzats per a la detecció de mutacions 
puntuals en gens de grans dimensions implicats en diverses malalties hereditàries és 
d’elevada importància per tal d’oferir un diagnòstic en el menor temps possible. 

En aquest treball hem avaluat la influència de diversos paràmetres en la sensibilitat 
d’un mètode de SSCP automatitzat (GenePhor System; Amersham-Pharmacia 
Biotech, Uppsala, Sweden), per a la detecció de mutacions en el gen BRCA1:
temperatura i temps d’electroforesi, concentracions de DNA i d’encebadors 
(primers), refredament de la mostra després de la seva desnaturalització i, finalment, 
el tipus de mutació i la seva posició en el fragment.

La temperatura d’electroforesi més idònia ha resultat ser la de 5ºC, comparat amb la 
de 20ºC. Malgrat que s’han obtingut patrons de mobilitat molt semblants amb els tres 
temps d’electroforesi provats (1h 30min, 2h 15min i 3h), el temps de 2h 15min ha 
estat el que ha permès detectar el major nombre de mutacions. D’altra banda, les 
concentracions de DNA i de primers no afecten el patró de SSCP i hem comprovat 
que després de la desnaturalització de les mostres cal un refredament en gel, 
contràriament al suggerit per altres autors. Els canvis en la mobilitat no depenen del 
tipus de mutació però solen ser més evidents en les insercions i delecions que en les 
substitucions.

Així, hem establert les condicions òptimes per obtenir una major sensibilitat en la 
detecció de mutacions en BRCA1 mitjançant aquest mètode de SSCP automatitzat, 
aplicables també a l’anàlisi d’altres gens. 
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1.2 BRCA2 MUTATION ANALYSIS OF 87 SPANISH BREAST/OVARIAN CANCER 
FAMILIES

B Campos, O Díez, M Domènech, M Baena, C. Pericay, E del Río, J Balmaña, 
C Alonso, M Baiget 

Annals of Oncology 2001; 12:1699-1703 

En aquest treball hem analitzat el gen BRCA2 en 87 famílies espanyoles amb càncer 
de mama i ovari, sense mutació identificada en BRCA1, per tal de caracteritzar la 
prevalença i l’espectre de mutacions en BRCA2.

Els primers estudis sobre la freqüència de mutacions en BRCA2, van trobar que 
entre el 25% i el 35% de les famílies amb càncer de mama (i sense càncer d’ovari)
presentaven mutacions en aquest gen, però treballs més recents mostren que 
segurament aquests percentatges estan sobreestimats i depenen de la població 
estudiada.

Els nostres resultats, de 15 (17,2%) mutacions patogèniques detectades, reforcen la 
possibilitat que algunes d’aquestes famílies tinguin mutacions en altres gens, a part 
de BRCA1 i BRCA2, que confereixen riscos inferiors a desenvolupar càncer de 
mama.
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2 CARACTERITZACIÓ DE MUTACIONS RECURRENTS  

2.1 THE R71G BRCA1 IS A FOUNDER SPANISH MUTATION AND LEADS TO 
ABERRANT SPLICING OF THE TRANSCRIPT

A Vega*, B Campos*, B Bressac de Paillerets, PM Bond, N Janin, FS 
Douglas, M Domènech, M Baena, C Pericay, C Alonso, A Carracedo, M 
Baiget, O Díez 

*Aquests autors han contribuït en la mateixa mesura al treball 

Human Mutation 2001; 17:520-521 

En individus amb càncer de mama estudiats a diversos centres d’Espanya, Gran 
Bretanya i França es va identificar la mutació BRCA1 330A>G en sis famílies no 
relacionades, la majoria d’origen gallec.

Aparentment, el canvi A>G en el nucleòtid 330 provoca la substitució d’una 
arginina per una glicina en el codó 71 (R71G), essent aquesta una variant 
missense d’efecte biològic desconegut. En canvi, la posició 330 coincideix amb la 
posició –2 del lloc donador d’splicing de l’exó 5 i l’anàlisi de la seqüència del 
cDNA va mostrar la deleció de 22 pb de l’exó 5, creant, juntament amb les 
primeres bases de l’exó 6, un codó de terminació en la posició 64, que resulta en 
una proteïna truncada. Així, aquests resultats suggereixen que la variant BRCA1
330A>G és una mutació clarament patogènica. 

D’altra banda, per esbrinar si la mutació tenia un origen comú en les sis famílies, 
es va construir l’haplotip mitjançant l’anàlisi de sis microsatèl·lits situats dins o 
prop de BRCA1: cen-THRA1, D17S800, D17S855, D17S1323, D17S1327 i 
D17S579 -tel. Els nostres resultats són consistents amb la possibilitat que 
aquestes famílies compartissin un avantpassat comú, essent BRCA1 330A>G una 
mutació fundadora probablement d’origen gallec.
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2.2 HAPLOTYPE ANALYSIS OF THE BRCA2 9254delATCAT RECURRENT 
MUTATION IN BREAST/OVARIAN CANCER FAMILIES ORIGINATED FROM 
SPAIN

B Campos, O Díez, F Odefrey, M Domènech, V Moncoutier, JI Martínez-
Ferrandis, A Osorio, J Balmaña, A Barroso, ME Armengod, J Benítez, C 
Alonso, D Stoppa-Lyonnet, D Goldgar, M Baiget

Human Mutation 2003; 21:452 

En aquest treball hem analitzat l’haplotip associat a la mutació BRCA2 9254del5, 
que va ser identificada independentment en 12 famílies amb càncer de mama i 
ovari, 11 d’elles d’origen espanyol. L’haplotip s’ha construït a partir de l’estudi de vuit 
marcadors microsatèl·lits, que es distribueixen al llarg d’una regió de 6,1 cM: cen-
D13S1700, D13260, D13S1698, (BRCA2), D13S171, D13S695, D13S1694, 
D13S310 i D13S267-tel, i de dos polimorfismes en el gen BRCA2: 1342A>C i 
7470A>G.

Els nostres resultats suggereixen que BRCA2 9254del5 és una mutació fundadora 
originada a l’àrea mediterrània de la Península Ibèrica, amb una edat estimada de 
92 (95% CI, 56-141) generacions.  
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2.3 ANÁLISIS DEL HAPLOTIPO EN PORTADORES DE LA MUTACIÓN 6857delAA 
EN EL GEN BRCA2 EN 4 FAMILIAS CON CÁNCER DE MAMA/OVARIO 
HEREDITARIO  

B Campos, O Díez, C Álvarez, L Palma, M Domènech, J Balmaña, J Sanz, A 
Ramírez, C Alonso, P Carvallo, M Baiget 

Medicina Clínica 2004; 123:543-545

En aquest treball hem estudiat la mutació BRCA2 6857delAA, que va ser identificada 
en tres famílies espanyoles i una xilena, totes elles amb avantpassats a Catalunya.

L’anàlisi de l’haplotip en els portadors s’ha realitzat per mitjà de l’estudi de cinc 
marcadors microsatèl·lits que flanquegen el gen i que s’estenen en una regió de 6 
cM: cen-D13260, D13S1698, (BRCA2), D13S171, D13S310 i D13S267-tel.

Els resultats mostren un mateix haplotip i suggereixen l’existència d’un avantpassat 
comú amb la mutació, originada a l’àrea de Catalunya. Tenint en compte els 
moviments migratoris des d’Espanya a Llatinoamèrica, la recerca en aquests països 
de mutacions aparegudes a Espanya pot afavorir una anàlisi dels gens BRCA més
racional, efectiva i de menor cost. 
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3 ESTUDI DE VARIANTS D’EFECTE BIOLÒGIC DESCONEGUT 

RNA ANALYSIS OF EIGHT BRCA1 AND BRCA2 UNCLASSIFIED VARIANTS 
IDENTIFIED IN BREAST/OVARIAN CANCER FAMILIES FROM SPAIN  

B Campos, O Díez, M Domènech, M Baena, J Balmaña, J Sanz, A Ramírez, C 
Alonso, M Baiget 

Human Mutation 2003; 22:337

Mutacions germinals en els gens de susceptibilitat al càncer de mama BRCA1 i 
BRCA2 expliquen una gran proporció de les famílies amb càncer de mama i ovari 
hereditari. A part de les mutacions clarament patogèniques, que són aquelles que 
provoquen la síntesi d’una proteïna truncada o mutacions missense que afecten 
dominis funcionals coneguts, en el procés d’anàlisi dels gens s’identifiquen diverses 
variants amb un efecte biològic desconegut. La caracterització d’aquestes variants 
“no classificades” és essencial a l’hora d’oferir un consell genètic eficient a les 
famílies.

En aquest treball hem analitzat, per RT-PCR, quatre variants intròniques i quatre 
d’exòniques susceptibles d’afectar el procés d’splicing.

Els resultats mostren un splicing aberrant en tres variants, totes en el gen BRCA1:
5196del3 (Ala1693del), IVS18+5G>A i IVS22-2G>A. En canvi, les variants 5236G>C 
(G1706A), 5263G>A (S1715N) i IVS20-6_IVS20-4del en BRCA1, i 7772C>T 
(T2515I) i IVS25+9A>G en BRCA2, produeixen transcrits madurs normals. 

Aquests resultats no són totalment coincidents amb els obtinguts mitjançant dos 
mètodes teòrics per predir possibles alteracions en l’splicing. Per tant, recomanem 
realitzar l’estudi de l’RNA sempre que sigui possible. 
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Annex de resultats 

ANALYSIS OF BRCA1 AND BRCA2 GENES IN SPANISH BREAST/OVARIAN 
CANCER PATIENTS: A HIGH PROPORTION OF MUTATIONS UNIQUE TO SPAIN 
AND EVIDENCE OF FOUNDER EFFECT 

O Díez, A Osorio, M Durán, JI Martinez-Ferrandis, M de la Hoya, R Salazar, A Vega, 
B Campos, R Rodríguez-López, E Velasco, J Chaves, E Díaz-Rubio, JJ Cruz,  M 
Torres, E Esteban, A Cervantes, C Alonso, JM San Román, R González-Sarmiento, 
C Miner, A Carracedo, ME Armengod, T Caldés, J Benítez, M Baiget 

Human Mutation 2003; 22:301-312

En aquest treball es presenten els resultats d’un estudi fet en col·laboració en set 
centres del país: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona); Centro Nacional 
de Investigaciones Oncológicas (Madrid); Instituto de Biología y Genética Molecular, 
Universidad de Valladolid; Instituto de Investigaciones Citológicas FVIB - Hospital 
Clínico Universitario, Universidad de Valencia; Hospital Clínico San Carlos (Madrid); 
Centro de Investigación del Cáncer - Universidad de Salamanca; Hospital de Conxo 
- Universidad de Santiago de Compostela;  Facultad de Medicina, Universidad de 
Santiago de Compostela. 

Es recullen les dades obtingudes de l’anàlisi molecular dels gens BRCA1 i BRCA2
dels casos índex de 410 famílies espanyoles amb característiques de càncer de 
mama i ovari hereditari i de 214 pacients amb càncer de mama sense antecedents 
familiars, 19 d’ells homes. Es van utilitzar diverses tècniques, segons la disponibilitat 
de cada centre: SSCP, PTT, CSGE, DGGE i seqüenciació directa.  

Es van identificar 60 individus amb mutacions clarament patogèniques en el gen 
BRCA1 i 53, en BRCA2. Onze de les 53 mutacions diferents detectades són noves i 
12 només havien estat descrites en famílies espanyoles (segons el BIC). Les 
mutacions 185delAG, 330A>G, G1706E, A1708E i 589delCT representen el 46,6% 
de les mutacions deletèries detectades en BRCA1 mentre que 3036del4, 6857delAA, 
9254del5 i 9538delAA representen el 56,6% de les mutacions en BRCA2.

En la sèrie de 410 famílies, la freqüència total de mutacions va ser de 26,3%. La 
major proporció de mutacions es va trobar en les famílies amb casos de càncer de 
mama i d’ovari (52,1%). La menor proporció de mutacions es va trobar en el grup de 
famílies amb només càncer de mama en dones (15,4%). De les famílies amb càncer 
de mama en homes, el 59,1% presentaven mutació en el gen BRCA2.

Es va trobar una freqüència més elevada de càncer d’ovari associada a mutacions 
en l’extrem 5’ del gen BRCA1, però no hi havia associació entre la prevalença 
d’aquest tipus de càncer i mutacions situades en la regió del gen BRCA2 coneguda 
com l’OCCR (ovarian cancer cluster region).
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Discussió 

1 ANÀLISI DE MUTACIONS EN ELS GENS BRCA1 I BRCA2

A continuació es comenten els resultats obtinguts de l’anàlisi molecular dels gens 
BRCA1 i BRCA2 en 127 famílies ateses a l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 
(SP) i publicats ens diversos articles (un dels quals reuneix les dades de 410 famílies 
espanyoles amb CMOH, estudiades en diferents centres). Si bé la discussió es basa 
principalment en les dades de la nostra sèrie, es consideren també les freqüències 
obtingudes en l’estudi multicèntric. 

1.1 MUTACIONS IDENTIFICADES EN BRCA1 I BRCA2

Entre les 127 famílies seleccionades i analitzades com s’ha descrit anteriorment 
(Material i mètodes 1 i 2), es van identificar diferents tipus de variants al·lèliques: 
mutacions clarament patogèniques, variants d’efecte biològic desconegut (algunes 
de les quals s’han classificat recentment com a patogèniques gràcies a aquest i 
altres treballs) (discutit més extensament en l’apartat 3) i polimorfismes (Annex de 
resultats). Els nucleòtids s’han numerat prenent com a referència les seqüències del 
GenBank U14680 per BRCA1 i U43746 per BRCA2. Les alteracions genètiques 
detectades s’han anomenat seguint la nomenclatura recomanada per Den Dunnen i 
Antonarakis (2000). Addicionalment, en alguns dels resultats publicats les mutacions 
es descriuen segons les recomanacions de la Human Genome Variation Society. 

Mutacions identificades en el gen BRCA1

En la sèrie de SP, es van identificar 15 mutacions diferents en el gen BRCA1, en 19
famílies amb CMOH, i 5 variants fins al moment no classificades (figura 16).  

Figura 16 Mutacions i variants d’efecte biològic desconegut identificades en el gen BRCA1.
Les seqüències traduïbles es representen en blau. Els asteriscs (en vermell) indiquen les 
variants el possible efecte biològic de les quals s’ha analitzat en aquest treball.  
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De les 15 mutacions identificades, 8 són petites insercions o delecions que trenquen 
el marc de lectura (frameshift) i 2 són canvis nucleotídics que provoquen l’aparició 
directa d’un codó de terminació (nonsense) (taula 11). Totes elles previsiblement 
causen l’aturada prematura de la transcripció. A més, s’han considerat com a 
mutacions patogèniques 4 variants al·lèliques que alteren l’splicing causant transcrits 
anormals i 1 mutació missense (S1715N) que presumptament afecta la funció 
normal de la proteïna BRCA1 (discutit més extensament en l’apartat 3).

La majoria de les mutacions només apareixen en una família. Algunes d’elles, però, 
s’han identificat en més famílies espanyoles o d’altres poblacions (BIC) (taula 11).

Taula 11 Mutacions identificades en el gen BRCA1 i la seva presència en 
població espanyola i altres.

  Mutació Exó/intró Tipus1 Sant Pau 
N

Multicèntric2

N3
BIC (febrer 2006) 

N3

  185delAG 2 fs 4 6 1595

  189insTGTC 2 fs 1

  243delA 3 fs 2

  330A>G 5 sp 1 6 19

  1240del3insT 11 fs 1 3

  E445X 11 ns 1

  2031delG 11 fs 1 1 1

  3600del11 11 fs 1 35

  4314delAC 13 fs 1 2

  5196del3 18 sp 1 1

  S1715N 18 ms 1 3

  IVS18+5G>A IVS18 sp 1

  IVS22-2A>G IVS22 sp 1

  5538delA 23 fs 1 1

  E1836X 24 ns 1

N : nº de famílies en les que s’ha identificat la mutació; guió ( ) : no identificada.  
1 Tipus de mutació: fs = frameshift, ms = missense,  ns: nonsense, sp = splicing;  
2 Annex de Resultats; 3 No s’inclouen les mutacions detectades a SP. 

L’alteració més freqüent en BRCA1 va ser la mutació d’origen jueu 185delAG, 
detectada en quatre famílies, dues d’elles d’ètnia gitana. A part d’aquesta, l’única 
mutació en BRCA1 trobada en més d’una família va ser la 243delA, identificada dues 
vegades. Les altres 13 mutacions només s’han detectat una sola vegada en la 
nostra sèrie, encara que algunes d’elles han estat identificades en altres famílies 
espanyoles o d’altres poblacions (taula 11). Un exemple és la mutació 330A>G, 
identificada en una família catalana d’origen gallec i a la resta d’Espanya en sis 
famílies més, la majoria també d’origen gallec.

Pel que fa a seva localització en el gen, les mutacions es troben distribuïdes al llarg 
de tota la seqüència (figura 16). En la regió 5’ de BRCA1 (exons 2, 3, 5-10), a part 
de les tres mutacions recurrents descrites, es va identificar la mutació 189insTGTC, 
en una única família.
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En l’exó 11, es van detectar quatre mutacions que previsiblement causen l’aturada 
prematura de la transcripció: tres delecions i una mutació de tipus nonsense. La 
mutació 2031delG no s’ha identificat en altres poblacions a part de l’espanyola i la 
mutació E445X (1452G>T), descrita per primera vegada en el nostre estudi, es va 
trobar posteriorment en una altra família espanyola. La mutació 1240del3insT 
apareix en tres famílies en el BIC (una d’elles catalana i una altra francesa) i és una 
mutació complexa, consistent en una combinació d’una deleció i una inserció. La 
deleció d’onze nucleòtids 3600del11 no s’ha trobat en altres famílies espanyoles, 
però s’ha descrit en el BIC en 35 famílies, la majoria europees. 

Per últim, en la regió 3’ (exons 12-24) es van identificar set mutacions, tres de les 
quals es localitzen en l’exó 18 o els seus límits. Com veurem en el capítol 3, la 
deleció de tres nucleòtids 5196del3, que previsiblement causa la deleció d’una 
alanina en la posició 1693, i la nova mutació IVS18+5G>A, es poden considerar 
deletèries ja que causen la pèrdua (skipping) de l’exó 18. A més, el nostre i altres 
treballs indiquen que la variant missense S1715N és també una mutació associada a 
la malaltia. 

Mutacions identificades en el gen BRCA2

En la sèrie de SP, es van detectar 11 mutacions diferents en el gen BRCA2, en 20
famílies amb CMOH (figura 17). A més, es van identificar 5 variants amb un efecte 
biològic fins al moment desconegut, una d’elles en dues famílies.  

Figura 17 Mutacions i variants d’efecte biològic desconegut identificades en el gen BRCA2. 
Les seqüències traduïbles es representen en vermell. Els asteriscs (en blau) indiquen les 
variants el possible efecte biològic de les quals s’ha analitzat en aquest treball.
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Només 1 de les 11 mutacions patogèniques identificades en BRCA2 no és de tipus 
frameshift. Es tracta de la mutació nonsense E3096X, que consisteix en el canvi G>T 

87



Discussió 

en el nucleòtid 9514, causant de l’aparició d’un codó d’aturada de la transcripció 
prematur. No s’han identificat mutacions que alterin el procés d’splicing.
en el nucleòtid 9514, causant de l’aparició d’un codó d’aturada de la transcripció 
prematur. No s’han identificat mutacions que alterin el procés d’splicing.
  
Quatre mutacions apareixen en més d’una família. Com en BRCA1, algunes de les 
mutacions identificades a SP es presenten en altres famílies espanyoles o en altres 
poblacions (taula 12). 

Quatre mutacions apareixen en més d’una família. Com en BRCA1, algunes de les 
mutacions identificades a SP es presenten en altres famílies espanyoles o en altres 
poblacions (taula 12). 
  
  

Taula 12 Mutacions identificades en el gen BRCA2 i la seva 
presència en població espanyola i altres.

  Mutació   Mutació Exó/intró Exó/intró 
Sant Pau Sant Pau 

N N 
Multicèntric1

N2
BIC (Febrer 06) BIC (Febrer 06) 

N2
Multicèntric1

N2 N2

  1825delA 10 2

  3036del4 11 2 12 77

  3374delA 11 1

  3492dupT 11 1 2 16

  4088delA 11 1 1

  6079del4 11 1 3

  6857delAA 11 3

  8297insTT 17 1

  9254del5 23 6 3 8

  E3096X 25 1 1

  9538delAA 25 1 3 1

N : nº de vegades que s’ha identificat la mutació; guió ( ) : no identificada. Totes 
les mutacions, excepte la nonsense E2096X, són del tipus frameshift.
1 Annex de resultats; 2 No s’inclouen les mutacions detectades a SP. 

La mutació més freqüent, 9254del5, situada en l’exó 23 i identificada en sis famílies 
del nostre hospital, es descriu com una possible mutació fundadora catalano-
llevantina en el present treball (Resultats 2.2), així com la mutació 6857delAA 
(Resultats 2.3), present en tres famílies. Aquestes dues mutacions representen el 
45% (9/20) de totes les mutacions patogèniques identificades en les 20 famílies 
BRCA2 (discutit més extensament en l’apartat 2).  

Com en BRCA1, les mutacions trobades en el gen BRCA2 es distribueixen al llarg 
de tota la seqüència, tot i que ens els primers nou exons (que representen una petita 
proporció del gen) no se’n va identificar cap. En l’exó 10 es va detectar una única 
mutació, 1825delA, en dues famílies, mentre que en l’exó 11 apareixen sis 
alteracions diferents, en un total de nou famílies. A part de la ja esmentada mutació 
6857delAA, una altra variant apareix més d’una vegada. Es tracta de la mutació més 
comuna en BRCA2 a Espanya, 3036del4, detectada en dues famílies de les nostres 
sèries i en 12 famílies espanyoles més (taula 12). 

En la regió 3’ del gen (exons 12 - 27) es van identificar quatre mutacions diferents, 
en un total de nou famílies. A part de la mutació recurrent 9254del5, les altres tres 
només es presenten una vegada. La primera, 8297insTT, situada en l’exó 18, no 
s’ha detectat en cap altra família. Les altres dues mutacions es localitzen en l’exó 25: 
la deleció 9538delAA, que apareix en tres famílies espanyoles més, i la mutació 
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nonsense E3096X, única en aquest treball i que s’ha descrit una vegada en el BIC 
en una família d’origen llatinoamericà/caribeny.

Proporció de les mutacions en BRCA1 i BRCA2

En la sèrie de SP, no es van trobar grans diferències entre el percentatge de 
mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2. El 49% (19/39) de les famílies presentaven 
una mutació en BRCA1 i el 51% (20/39), en BRCA2. En el conjunt de l’estat, 
s’observa un lleuger predomini de mutacions en BRCA1 (57/108 = 53%) respecte 
BRCA2 (51/108 = 47%) (Annex de resultats). Com s’observa en la taula 5 de la 
introducció, la majoria d’estudis realitzats en diferents poblacions mostren una major 
freqüència de mutacions en el gen BRCA1. No obstant això, hi ha una gran 
variabilitat, fins i tot en estudis dins la mateixa població, segons l’àrea geogràfica, el 
tipus de famílies estudiades i l’existència d’efectes fundadors. 

En famílies espanyoles, diferents estudis mostren que la proporció de mutacions 
BRCA1/BRCA2 és variable segons la procedència de les famílies analitzades (taula 
13). Per exemple, en un estudi fet en 30 famílies gallegues (Vega et al., 2002), totes 
les mutacions detectades es trobaven en el gen BRCA1. En un altre estudi fet en 76 
famílies procedents de Galícia i del nord de Portugal (Duarte et al., 2002), 
predominaven les mutacions en BRCA1 (60%). En canvi, en els estudis de la 
Comunitat Valenciana (Bolufer et al., 2005) i Catalunya (Llort et al., 2002; present 
treball), s’observa un lleuger predomini de mutacions en BRCA2.

Així, sembla que en les regions del nord-oest de la península ibèrica predominen les 
mutacions en BRCA1, mentre que en les regions del nord-est les mutacions en 
BRCA2 són lleugerament més prevalents. En la resta, s’observen divergències entre 
els diferents estudis (taula 13). Com discutirem amb més detall en l’apartat 2, 
aquestes diferències subpoblacionals podrien ser degudes a l’existència d’efectes 
fundadors. En aquest sentit, quatre de les vuit famílies positives de l’estudi de Vega 
et al. (2002) presentaven la mutació BRCA1 330A>G, que segons els resultats 
presentats en aquest treball (Resultats 2.1), és una mutació fundadora gallega. Entre 
les famílies estudiades a SP, 9 de les 20 famílies amb mutacions en BRCA2
presenten una de les dues mutacions que segons els resultats presentats en aquest 
treball són probablement mutacions fundadores de l’àrea catalano-llevantina: 
9254del5 (Resultats 2.2) i 6857delAA (Resultats 2.3).
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 Referències Mètodes de detecció  Famílies 
Risc       n 

BRCA1
%

BRCA2
%

Total
%

Castella i Lleó 

 Velasco Sampedro et al. (2002)1 CSGE Total  153  5,2  7,2  12,4 

     49  8,1  12,3  20,4 

       93  4,3  5,3  9,6 

 Salazar et al. (2006) CSGE Total   92  5,4  5,4  10,8 

       25  20,0  12,0  32,0 

        67  0  3,0  3,0 

Catalunya 

 Llort et al. (2002) SD Total    35  17,0  20,0  37,2 

       19  21,0  21,0  42,0 

        16  12,5  18,8  31,3 

 Present treball2 PTT, SSCP Total  127  15,0  15,7  30,7 

       93  14,0  18,3  32,3 

        34  17,6  8,8  26,4 

Galícia – Nord de Portugal

 Duarte et al. (2002) CSGE, SSCP Total*   76  3,9  2,6  6,5 

 Vega et al. (2002) SD, SSCP Total    30  26,7  0  26,7 

        15  33,3  0  33,3 
         15  6,7  0  6,7 

Madrid 

 Gomendio et al. (1999) SD, SSCP Total*   42 -  2,4 -

 Osorio et al. (2000) PTT, SSCP         32  9,4  15,6  25,0 

 De la Hoya et al. (2002)3 CSGE, DGGE, PTT, SSCP        102  18,7  12,7  30,0 

Navarra 

 Salgado et al. (2005) SD Total*   50  8,0  16,0  24,0 

Comunitat Valenciana 

 Blesa et al. (2000) CSGE, PTT Total*   51  14,0 - -

 Bolufer et al. (2005) CSGE Total    48  8,3  12,5  20,8 

        18   11,1  22,2  33,3 

         30  6,7  3,3  10,0 

Espanya 

 Multicèntric (Annex de resultats) CSGE, DGGE, PTT, SD, 
SSCP 

Total  410  13,9  12,4  26,3 

      307  14,0  14,7  28,7 

       103  13,6  5,8  19,4 

Taula 13 Freqüència de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en famílies espanyoles amb CMOH.

1 En 11 famílies es desconeix la història familiar; 2 Reuneix els resultats obtinguts en 127 famílies 
 diagnosticades a SP; 3 Inclou una família amb una mutació en BRCA1 i una altra en BRCA2.
 Risc:  : alt (  3 casos CM/CO o CM en home);  : moderat (2 casos CM/CO). * : no s’especifiquen les 
 mutacions trobades en els diferents grups de risc.  
 SD: seqüenciació directa. 
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1.2 FREQÜÈNCIA DE MUTACIONS EN FAMÍLIES AMB CÀNCER DE MAMA I 
OVARI HEREDITARI 

Les freqüències de mutacions en els gens BRCA obtingudes en els diferents estudis 
fets en famílies amb CMOH són molt variables, principalment a causa de l’origen 
ètnic o geogràfic de la població analitzada i dels criteris de selecció de les famílies 
(Serova et al., 1997; Szabo i King, 1997; Chen et al., 1998c). En població espanyola,  
les freqüències totals oscil·len entre el 10,8 i el 37,2% de famílies amb mutació (taula 
13).

En la sèrie de SP es van detectar 39 mutacions patogèniques entre les 127 famílies 
seleccionades, que representa una freqüència del 30,7%. La freqüència obtinguda 
en l’estudi multicèntric (Annex de resultats) va ser del 26,3%, del mateix ordre que 
les descrites en altres poblacions, com la grega (21,6%) (Ladopoulou et al., 2002), la 
belga (24,4%) (Claes et al., 2004) i l’alemanya (30,4%) (Meindl et al., 2002). 
Aquestes freqüències, però, són relativament baixes comparat amb les d’altres 
treballs (Kiechle et al., 2000, Gorski et al., 2004). La distribució de les mutacions 
segons el fenotip de les famílies i els resultats obtinguts en l’estudi de SP i el 
multicèntric, es mostren en la taula 14. 

Taula 14 Freqüència de les mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en els estudis de Sant 
Pau (SP) i el multicèntric (M).

Famílies BRCA1 BRCA2 Total BRCA

SP M SP M SP M SP MGrup fenotípic 

N N   n   (%)    n   (%)    n   (%)    n   (%)    n   (%)     n   (%)  

CM + CO 
3 (CM + CO) 30 79 10 (33,3) 27 (34,2)   6 (20,0) 13 (16,4) 16 (53,3)   40 (50,6)

    2 (CM + CO) 9 17   2 (22,2)   7 (41,2)   1 (11,1)   3 (17,6)   3 (33,3)   10 (58,8)

    Subtotal 39 96 12 (30,8) 34 (35,4)   7 (17,9) 16 (16,7) 19 (48,7)   50 (52,1)

CM dones 
3 CM 53 206   3 (5,6) 16 (7,8)   6 (11,3) 19 (9,2)   9 (17,0)   35 (17,0)

    2 CM 25 86   4 (16,0)   7 (8,1)   2 (8,0)   3 (3,5)   6 (24,0)   10 (11,6)

    Subtotal 78 292   7 (9,0) 23 (7,9)   8 (10,2) 22 (7,5) 15 (19,2)   45 (15,4)

CM homes 
 1 CM masculí 

    + 1 CM +  CO 
10 22   0   0   5 (50,0) 13 (59,1)   5 (50,0)   13 (59,1)

TOTAL 127 410 19 (15,0) 57 (13,9) 20 (15,7) 51 (12,4) 39 (30,7) 108 (26,3)

CM: càncer de mama; CO: càncer d’ovari.

S’han comparat les freqüències de mutació de BRCA1, BRCA2 i del “Total BRCA”
obtingudes en els diferents grups dels dos estudis mitjançant la prova de la 2 i no 
s’han trobat diferències estadísticament significatives. Ja que els resultats obtinguts 
en la sèrie de SP (127 famílies) són equiparables als de la sèrie de l’estudi 
multicèntric (410 famílies), es comentaran principalment els resultats d’aquest últim 
estudi.
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Freqüència de mutacions segons el fenotip familiar  

En l’estudi de Kiechle et al. (2000) es va detectar una mutació en els gens BRCA en 
el 47,3% de les famílies analitzades. Mentre que en el treball de Kiechle només es 
van incloure famílies d’alt risc (amb tres o més casos de càncer de mama i/o ovari, 
o algun cas de càncer de mama en home), tant en les nostres sèries com en els 
altres estudis mencionats s’inclouen famílies d’alt risc i famílies de risc moderat
(amb dos casos de càncer de mama i/o ovari), fet que afavoreix l’obtenció de 
percentatges més baixos. En aquest sentit, en un estudi del BCLC (Ford et al.,
1998), de 237 famílies amb almenys 4 casos de càncer de mama es va detectar una 
mutació en el 87%, confirmant que, si bé les mutacions en BRCA1 i BRCA2
expliquen la major part de les famílies amb molts afectes, només una petita 
proporció de les famílies amb 2 o 3 casos presenten una mutació en un d’aquests 
dos gens. D’altra banda, un estudi de 200 famílies poloneses d’alt risc va obtenir una 
freqüència total de mutacions del 64,5% (Gorski et al., 2004). En aquest cas, l’elevat 
percentatge de mutacions es pot explicar tant pels criteris de selecció utilitzats com 
per l’existència de forts efectes fundadors en la població polonesa. 

En famílies espanyoles, tot i que en la majoria d’estudis s’han inclòs tant famílies 
d’alt risc com de risc moderat (taula 13), la proporció dels dos grups de famílies és 
diferent en cada cas. La nostra sèrie, de 410 famílies en total, està formada per 307 
famílies d’alt risc, en les quals vam detectar una mutació en el 28,7%, i per 103 
famílies de risc moderat, amb una freqüència de mutació del 19,4%. Donat que tres 
quartes parts de les famílies seleccionades són d’alt risc, la freqüència global de 
mutació (26,3%) és similar a la d’aquest grup. Contràriament, en l’estudi de Salazar 
et al. (2006), de les 92 famílies seleccionades (25 d’alt risc i 65 de risc moderat) es 
va detectar mutació en 32% de les famílies del primer grup i en el 3% del segon. La 
freqüència total va ser del 10,8%, molt inferior a la del nostre treball i altres estudis 
fets en només famílies d’alt risc (Osorio et al., 2000; De la Hoya et al., 2002). 

En general, els percentatges més alts de mutacions apareixen en les famílies 
considerades d’alt risc (de tres o més casos de càncer). Tanmateix, en l’estudi 
multicèntric, en el subgrup de famílies amb càncer de mama i ovari el percentatge de 
mutacions en les famílies de risc moderat (58,8%) va ser superior al de les famílies 
considerades d’alt risc (50,6%). Encara que el nombre de famílies en aquest subgrup 
és més baix i el poder estadístic més limitat, aquests resultats indiquen que no és 
possible una distinció clara entre alt risc i risc moderat únicament en termes de 
nombre d’afectats en la família, especialment amb presència de càncer d’ovari. Per 
altra banda, no es disposa dels arbres familiars complets de les famílies 
corresponents a aquest grup i, per tant, no es coneix el nombre de dones 
susceptibles de desenvolupar un càncer. Així, cal tenir en compte l’existència de 
famílies amb poques dones (o pocs individus), amb un nombre creixent en la nostra 
societat. En aquestes famílies, la baixa incidència de càncer no és equivalent a una 
baixa probabilitat de mutació o un baix risc (King et al., 2003). 

En les famílies amb pocs casos de càncer es fa necessari considerar altres 
indicadors de probabilitat de mutació (edat al diagnòstic, altres neoplàsies, càncer de 
mama bilateral, tipus tumorals, possibles factors modificadors, etc.). En qualsevol 
cas, sembla recomanable oferir l’estudi genètic a aquelles famílies amb dues dones 
afectes, sobretot davant la presència d’un cas de càncer d’ovari. 
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Pel que fa al tipus de càncer, entre les famílies espanyoles analitzades (Annex de 
resultats), els majors percentatges de mutacions apareixen en les famílies amb 
càncer de mama en homes (59,1%) i amb càncer d’ovari (52,1%), respecte 
aquelles que només presenten càncer de mama en dones (15,4%) (taula 14). 
Aquest resultat està en consonància amb els factors de predicció de mutació descrits 
anteriorment (Introducció 5.1) i en estudis realitzats a Espanya (Osorio et al., 2000; 
de la Hoya et al., 2002) i altres poblacions (Meindl et al., 2002; Claes et al., 2004) 
(taula 15), els quals indiquen que el càncer d’ovari i el de mama en homes 
s’associen a una alta probabilitat de ser portador de mutació, sobretot en el gen 
BRCA1 i BRCA2, respectivament. 

Pel que fa al tipus de càncer, entre les famílies espanyoles analitzades (Annex de 
resultats), els majors percentatges de mutacions apareixen en les famílies amb 
càncer de mama en homes (59,1%) i amb càncer d’ovari (52,1%), respecte 
aquelles que només presenten càncer de mama en dones (15,4%) (taula 14). 
Aquest resultat està en consonància amb els factors de predicció de mutació descrits 
anteriorment (Introducció 5.1) i en estudis realitzats a Espanya (Osorio et al., 2000; 
de la Hoya et al., 2002) i altres poblacions (Meindl et al., 2002; Claes et al., 2004) 
(taula 15), els quals indiquen que el càncer d’ovari i el de mama en homes 
s’associen a una alta probabilitat de ser portador de mutació, sobretot en el gen 
BRCA1 i BRCA2, respectivament. 
  

Taula 15 Freqüència de les mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en diferents grups 
fenotípics de famílies amb CMOH.

CM + CO CM + CO CM dones CM dones CM homes  CM homes  
Referències Total Total TotalBRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2

% % % % % % % % %

1Present treball 30,8 17,9 48,7 9,0 10,2 19,2 0 50,0   50,0

Annex de resultats 35,4 16,7 52,1 7,9 7,5 15,4 0  59,1   59,1

Meindl et al. (2002) 42,4 9,6 52,0 15,0 8,0 23,0 2,1 23,4   25,5

Claes et al. (2004) 34,4 9,4 43,8 11,2 6,5 17,7 0 41,7   41,7

Osorio et al. (2000) 40,0 0 40,0 4,5 9,1 13,5 0   60,0   60,0
2 29,7 13,5 43,2 10,2 3,4 15,2 0 100,0 100,0De la Hoya et al. (2002)

CM: càncer de mama; CO: càncer d’ovari.
1 Reuneix els resultats obtinguts de 127 famílies diagnosticades a SP. 2 Inclou una   família amb una 
mutació en BRCA1 i una altra en BRCA2. 

Exceptuant l’estudi de Meindl et al. (2002), amb una freqüència de mutacions similar 
en les famílies amb només càncer de mama en dones (23,0%) i en les famílies amb 
algun cas de càncer de mama masculí (25,5%), tots els estudis mostren 
percentatges de mutacions més elevades en els grups amb càncer d’ovari o amb 
càncer de mama en homes. La baixa proporció de mutacions trobada entre les 
famílies amb només càncer de mama en dones, tant a SP (19,2%) com en el conjunt 
de l’estat (15,4%), suggereix que la majoria d’aquestes famílies estan associades a 
altres gens de susceptibilitat.

De les 96 famílies amb càncer de mama i ovari, 50 presentaven mutació (50/96 = 
52,1%) , 34 en BRCA1 i 16 en BRCA2. Encara que estudis preliminars suggerien 
que la majoria de casos hereditaris de càncer de mama i ovari s’explicaven per 
mutacions en BRCA1, els nostres resultats coincideixen amb alguns estudis 
anteriors (Thorlacius et al., 1995; Couch et al., 1996; Tavtigian et al., 1996), en els 
que el càncer d’ovari era present fins a un 48% de les famílies amb mutacions 
patogèniques en BRCA2. En els diferents estudis que es mostren en la taula 15, 
s’han detectat mutacions en ambdós gens, excepte en l’estudi d’Osorio et al. (2000), 
en el qual totes les mutacions detectades en les famílies amb càncer de mama i 
ovari es troben en el gen BRCA1. Aquest resultat, però, no exclou l’associació entre 
mutacions en BRCA2 i càncer d’ovari, ja que en el mateix estudi totes les famílies 
portadores i amb càncer de mama en homes presentaven també càncer d’ovari. 
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Així, tot i que el poder estadístic per estudiar determinades associacions és limitat a 
causa del nombre reduït de famílies analitzades, aquest resultat és consistent amb 
l’evidència creixent sobre la contribució d’ambdós gens a la incidència global al
càncer d’ovari (Risch et al., 2001). En aquest estudi poblacional, en el qual es van 
analitzar 649 dones amb càncer d’ovari, es van detectar 60 mutacions, 39 en BRCA1
i 21 en BRCA2, totes en el grup de 515 dones amb un tumor de tipus invasiu. Els 
autors destaquen el fet que, mentre gairebé tots (83%) els càncers d’ovari 
diagnosticats abans dels 50 anys eren deguts a mutacions en BRCA1,  la majoria 
(60%) dels tumors diagnosticats després dels 60 anys eren deguts a mutacions en 
BRCA2.

Famílies sense cap mutació detectada en BRCA1 o BRCA2

Malgrat l’extens cribratge mutacional, 88 famílies (69,3%) estudiades en el nostre 
hospital romanen negatives per mutacions en el gens BRCA1 i BRCA2, tot i que la 
majoria mostren una clara predisposició pel càncer de mama i d’ovari. En el conjunt 
de l’estat (Annex de resultats), aquest percentatge va ser semblant, del 73,7%. 
Aquests resultats concorden amb estudis anteriors que mostren percentatges de 
mutacions molt més baixos que en estudis inicials de lligament (Serova et al., 1997; 
Ford et al., 1998; Nathanson i Weber, 2001; Antoniou et al., 2002), i suggereixen 
l’existència d’altres gens de susceptibilitat. A més, poden haver-hi altres causes que 
contribueixin al baix percentatge de mutacions detectades en la mostra 
seleccionada, algunes de les quals es resumeixen a continuació: 

Característiques de la mostra seleccionada: com ja s’ha discutit, les famílies 
seleccionades en el nostre estudi són heterogènies pel què fa al nombre de 
casos, fet que afavoreix l’obtenció de percentatges globals més baixos. 
Addicionalment, la major part de les famílies no presenta cap cas de càncer 
d’ovari o de càncer de mama en homes, dos dels principals factors de predicció 
de presència de mutació en els gens BRCA.

Estudi de fenocòpies: atesa l’elevada prevalença del càncer de mama en la 
població general, existeix la possibilitat que l’individu seleccionat per realitzar 
l’anàlisi (provand) presenti un càncer de tipus esporàdic. En aquest cas, tot i 
pertànyer a una família amb una mutació, no seria possible detectar-la. 
L’existència de fenocòpies es demostra amb la identificació en algunes famílies de 
familiars afectes no portadors de la mutació.

Insuficiències tècniques: la capacitat de detecció de mutacions dels mètodes 
utilitzats no és completa. El mètode amb més especificitat i sensibilitat per a la 
detecció de mutacions puntuals és la seqüenciació directa de tota la regió 
codificant del gen i de les regions intròniques properes. Tanmateix, no està 
exempt d’artefactes o de falsos negatius, que poden produir-se, per exemple, al 
coincidir la localització de la mutació i del lloc d’hibridació del primer, de manera 
que no s’amplifiqui ni es seqüenciï l’al·lel alterat (exemple: BRCA1 1294del40, no 
detectada amb els primers més habitualment utilitzats). Per altra banda, a causa 
de la gran mida dels gens BRCA1 i BRCA2, aquest mètode resulta molt laboriós i 
car. Com a alternativa, s’utilitzen mètodes de cribratge mutacional menys 
sensibles, com l’SSCP i la PTT. S’estima que la tècnica d’SSCP té una sensibilitat 
al voltant del 70% en la detecció de substitucions d’una sola base. 
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Tot i que la PTT es considera un mètode ràpid i eficient i ha estat extensament 
utilitzat per identificar mutacions truncants en els exons més llargs dels gens 
BRCA (11 en BRCA1 i 10 i 11 en BRCA2), difícilment detecta les mutacions 
localitzades en les regions extremes dels productes traduïts. Mentre que les C-
terminals poden causar diferències minúscules de mida respecte el transcrit 
normal, no resolubles en l’electroforesi, les N-terminals poden causar productes 
massa petits per ser detectats, degut a la poca o nul·la incorporació de marcatge 
o a la migració electroforètica fora de l’interval de resolució. Un exemple d’aquest 
tipus és la mutació BRCA2 2157delG, situada a l’inici de l’exó 11 del gen, que va 
poder ser detectada mitjançant SSCP, però no per PTT, en un estudi fet en 
famílies de la Gran Bretanya amb CMOH (Davies et al., 2000). Els autors 
suggerien que aquesta mutació, que fins al moment no havia estat identificada en 
cap família britànica, podia ser molt freqüent en aquesta població, i haver estat 
omesa degut a la utilització de la PTT per a l’anàlisi de l’exó 11 de BRCA2 en la 
majoria de laboratoris. Un estudi posterior va identificar la mutació en el 20% dels 
homes amb càncer de mama amb mutació en BRCA2 (Evans et al., 2001) i, més 
recentment, l’anàlisi de l’haplotip de nou famílies portadores suggereix que és una 
mutació fundadora originària del nord-est d’Anglaterra (Evans et al., 2004).

Mutacions no detectables mitjançant la tecnologia utilitzada: les tècniques 
utilitzades en aquest treball, SSCP i PTT, així com altres mètodes similars (com 
DGGE i CSGE) i la seqüenciació, només permeten detectar mutacions puntuals i 
petites insercions o delecions. Atès que la PTT només detecta mutacions de tipus 
truncant, entre les famílies estudiades que han resultat ser negatives podrien 
haver-hi casos de mutacions missense en les regions estudiades mitjançant 
aquesta tècnica. 

Algunes famílies presenten grans reordenaments genòmics que només poden 
ser detectats per mètodes addicionals. En aquest sentit, Unger et al. (2000) van 
identificar un gran reordenament en el gen BRCA1 en 5 (11,9%) de les 42 famílies 
americanes amb CMOH que havien resultat prèviament negatives per mutacions 
BRCA mitjançant CSGE o seqüenciació. Recentment, un estudi amb MLPA fet en 
famílies espanyoles sense mutació detectada ni en BRCA1 ni en BRCA2 per 
mètodes convencionals ha permès identificar grans reordenaments en BRCA1 en 
el 2,1% de les famílies amb tres o més casos de càncer (de la Hoya et al., en 
premsa). Aquest valor és de l’ordre dels estudis d’altres poblacions com Alemanya 
(6%) (Hartmann et al., 2004) i França (5,9%) (Gad et al., 2002), però molt inferior 
a l’observat en poblacions amb efectes fundadors en les quals els grans 
reordenaments representen un elevat percentatge del total de mutacions 
identificades en el gen BRCA1, com Holanda (27%) (Hogervorst et al., 2003) i 
Itàlia (40%) (Montagna et al., 2003), si bé en aquest cas, en una curta sèrie de 
famílies. En BRCA2, estudis preliminars mostren també un baix percentatge de 
grans reordenaments (Gutiérrez-Enríquez et al., 2005), de l’ordre de l’obtingut en 
famílies australianes (2,3%) (Woodward et al., 2005) i italianes (2,5%) (Agata et
al., 2005) i, majoritàriament associades a famílies amb homes amb càncer de 
mama (Tournier et al., 2004). 
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Finalment, no s’han analitzat ni la zona del promotor ni regions intròniques no 
properes a exons, que podrien presentar mutacions capaces d’alterar l’estabilitat 
de l’RNA. En els gens BRCA, però, aquests tipus de mutacions s’han descrit en 
comptades ocasions (BIC).

Variants d’efecte biològic desconegut: en aquest estudi s’han considerat 
únicament com a mutacions patogèniques les variants que trenquen el marc de 
lectura, les que han mostrat alterar el procés normal d’splicing del pre-mRNA i les 
mutacions missense que segons els resultats d’aquest i altres treballs són  
mutacions associades a la malaltia. Així, els percentatges de mutacions 
detectades podrien ser superiors als comentats. 

Altres gens de susceptibilitat: per a l’anàlisi dels gens BRCA1 i BRCA2 es 
seleccionen els individus o famílies que presenten la síndrome de càncer de 
mama i ovari hereditari. No obstant, existeixen alteracions en altres gens que 
poden causar síndromes clíniques associades a diverses neoplàsies, entre elles 
el càncer de mama, no sempre diferenciables: p53 (síndrome de Li-Fraumeni), 
CHEK2 (síndrome de Li-Fraumeni like) ATM (atàxia telangiectàsica) o PTEN
(síndrome de Cowden) (vegeu Introducció 4.1). Part de les famílies sense mutació 
identificada podrien presentar mutacions en algun d’aquests altres gens de 
predisposició. En un estudi fet en 300 famílies americanes, amb almenys quatre 
casos de càncer de mama o ovari i prèviament diagnosticades com a negatives 
per mutacions en BRCA1 i BRCA2 mitjançant mètodes convencionals (Walsh et
al., 2006), es van detectar mutacions en el gen CHEK2 en 14 pacients, el que 
representa una freqüència del 5% del total, i en p53 en 3 pacients, un 1%. De 
forma rellevant, cap de les 14 pacients amb una mutació en CHEK2 presentava 
característiques de síndrome de Li-Fraumeni-like i, en canvi, una pacient amb 
mutació en p53 tenia característiques d’aquesta síndrome. Malgrat que vuit de les 
famílies estudiades presentaven característiques de síndrome de Cowden, i que 
estudis previs mostren un elevat percentatge de mutacions en aquest gen entre 
les famílies que compleixen els criteris de la síndrome esmentada (Marsh et al.,
1998), en aquest treball no es va detectar cap mutació en el gen PTEN. D’altra 
banda, en el mateix estudi es van identificar 35 individus amb un gran 
reordenament genòmic en BRCA1 o BRCA2, valor que representa un 12% del 
total.

En població espanyola, i a diferència d’estudis fets en poblacions del nord 
d’Europa que descriuen la mutació 1100delC en el gen CHEK2 (Meijers-Heijboer
et al., 2002; Vahteristo et al., 2002), dos estudis recents no l’han detectat en 
famílies que havien resultat negatives per mutacions en els gens BRCA (Osorio et
al., 2004; Bellosillo et al., 2005). Un estudi paral·lel, fet en 162 dones basques 
amb càncer de mama, va detectar la mutació 1100delC en l’1,1% de les pacients 
analitzades (Martínez-Bouzas et al., 2005).

Altres causes de l’agregació familiar: finalment, l’agrupació familiar de càncer 
de mama i d’ovari pot reflectir la combinació de l’efecte de molts gens de baixa 
penetrància, juntament amb els mediambientals o, fins i tot, ser casual, degut a 
l’alta prevalença de càncers de mama esporàdics. 
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1.3 FREQÜÈNCIA DE MUTACIONS EN PACIENTS SENSE HISTÒRIA FAMILIAR 

En l’anàlisi molecular dels gens BRCA1 i BRCA2 en 214 pacients sense història 
familiar (Annex de resultats), es van detectar cinc mutacions en el grup de 195 
dones amb càncer de mama o ovari,  però cap en el grup de 19 homes amb càncer 
de mama. 

Dones amb càncer de mama o ovari sense antecedents familiars 

En el grup de dones sense història familiar, es van identificar tres mutacions en 
BRCA1 i dues en BRCA2 (5/195 = 2,6%). Quatre de les dones presentaven càncer 
de mama, diagnosticat entre els 23 i 36 anys. La cinquena va ser diagnosticada de 
càncer de mama als 48 anys i d’ovari, als 61. La baixa freqüència observada pot ser 
causada per la inclusió en l’estudi de dones amb càncer esporàdic diagnosticat 
després dels 50 anys. Aquest resultat és menor que l’obtingut en una altra sèrie 
espanyola de 105 pacients amb càncer de mama esporàdic en la que només es va 
estudiar el gen BRCA1 i es van identificar sis mutacions (6/105 = 5,7%) (Garcia-
Patiño et al., 1998). 

A diferència del treball de Garcia-Patiño et al., la majoria d’estudis no basats en 
famílies amb CMOH s’han fet en dones seleccionades segons l’edat (la majoria 
diagnosticades abans dels 40 anys), independentment dels antecedents familiars 
(vegeu taula 4 de la Introducció). En la majoria dels casos, el percentatge de 
mutacions és inferior al 10%. Per exemple, De Sanjosé et al. (2003) van trobar 
mutacions en el 6,6% de 136 dones amb càncer de mama abans dels 46 anys i 
Martínez-Ferrandis et al. (2003), en el 5,5% de 124 dones diagnosticades de càncer 
de mama abans dels 41 anys.

Els resultats del nostre estudi i el fet que en els estudis mencionats s’hagin trobat 
mutacions en dones sense antecedents, suggereixen que les estratègies de 
cribratge basades exclusivament en la història familiar són insuficients. Tal com s’ha 
indicat en les famílies amb dos casos de càncer, caldria afegir altres indicadors de 
risc (edat al diagnòstic, presència de càncer d’ovari, tipus histològic del tumor, etc.).  

Homes amb càncer de mama sense antecedents familiars 

En el grup de 19 homes amb càncer de mama sense història familiar no es va 
detectar cap mutació. La major part d’estudis d’homes amb càncer de mama s’han 
basat en casos no seleccionats per la història familiar i, en general, indiquen una 
baixa prevalença de mutacions en BRCA1 en la majoria de poblacions (0-10%) 
(Weiss et al., 2005). En canvi, les prevalences de mutacions en BRCA2 són molt 
variables segons la població analitzada. En població americana, un estudi 
poblacional fet en 54 homes amb càncer de mama (Friedman et al., 1997), el 30% 
dels quals presentaven antecedents familiars, es varen detectar dues mutacions en 
BRCA2 (2/54 = 4%). Només un dels individus tenia història familiar. A Hongria, un 
estudi paral·lel en 18 pacients (Csokay et al., 1999), el 22% dels quals amb història 
familiar, va identificar sis mutacions en BRCA2 (6/18 =  33%). Cap dels portadors 
presentava antecedents. 
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Aquestes discrepàncies entre els estudis podrien ser degudes al baix nombre de 
casos en cada sèrie. Addicionalment, són poc coneguts els factors que influeixen en 
l’epidemiologia i la fisiopatologia del càncer de mama masculí.

1.4 CORRELACIONS GENOTIP – FENOTIP 

Diversos estudis han descrit diferències en el risc de desenvolupar càncer de mama 
o d’ovari depenent de la posició de les mutacions en els gens BRCA1 o BRCA2
(vegeu Introducció 2.5.5). Per tal de contrastar les hipòtesis postulades en aquests 
estudis, vam analitzar les dades obtingudes en les sèries espanyoles (Annex de 
resultats).

BRCA1: l’extrem 5’ i risc de càncer d’ovari 

En BRCA1, Gayther et al. (1995) van descriure una major incidència de càncer de 
mama respecte càncer d’ovari en la regió 5’ del gen, entre els nucleòtids 1 i 4447. 
Posteriorment, Thompson i Easton (2002c), van definir una regió central de BRCA1,
entre els nucleòtids 2401 i 4190, amb una major proporció de càncer d’ovari:mama 
respecte les altres dues regions del gen (figura 10A). 

En les nostres sèries, dividint el gen en dues parts, amb el punt de tall situat en el 
nucleòtid 4427, vam trobar que la proporció de càncer de mama:ovari era 
estadísticament diferent: 1,68 entre els nucleòtids 1 i 4427, i 5,28 del nucleòtid 4428 
en endavant. Aquesta observació dóna suport a la hipòtesi que mutacions a 5’ 
s’associen a un major risc de càncer d’ovari. En canvi, al dividir el gen en tres 
regions, les diferències en les proporcions entre els nucleòtids 1-2400 (1,63) i 2401-
4190 (2,00) no van ser estadísticament significatives, segurament a causa del poc 
nombre de mutacions trobades en la regió central de BRCA1.

D’altra banda, la freqüència anormalment elevada de tumors d’ovari observada en 
les sis famílies amb la mutació BRCA1 330A>G (Resultats 2.1), situada dins la regió 
5’ descrita per Gayther et al., també concorda amb la correlació proposada. Tres de 
les sis famílies portadores presentaven càncer d’ovari, amb 7 casos en total.

BRCA2: l’Ovarian Cancer Cluster Region (OCCR) i risc de càncer d’ovari 

En BRCA2, s’ha proposat l’existència d’una regió de 3,3 kb en l’exó 11, entre els 
nucleòtids 3035 i 6629, anomenada Ovarian Cancer Cluster Region (OCCR), 
associada a un major risc de càncer d’ovari  (figura 10B) (Gayther et al., 1997a; 
Thompson et al., 2001).

Les dades obtingudes de les sèries de l’estudi multicèntric (Annex de resultats) no 
donen suport a aquesta hipòtesi, ja que en l’OCCR no es va trobar una major 
incidència de tumors d’ovari respecte tumors de mama que en la resta del gen. Les 
10 famílies amb mutacions en l’OCCR presentaven 32 casos de càncer de mama i 4 
d’ovari, comparat amb els 152 casos de càncer de mama i 21 d’ovari en les 41 
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famílies amb mutacions fora d’aquesta regió. A més, de les 20 famílies amb càncer 
d’ovari, només 4 presentaven mutació en l’OCCR. 

Els resultats de les famílies diagnosticades al nostre hospital tampoc mostren una 
correlació entre l’OCCR i un increment de càncer d’ovari. D’una banda, en l’estudi 
del gen BRCA2 fet en 87 famílies sense mutació identificada en BRCA1 (Resultats 
1.2), les quatre famílies amb mutacions en l’OCCR contenien 10 casos de càncer de 
mama (un d’ells masculí) i només 1 de mama i ovari, comparat amb els 3 casos de 
càncer d’ovari i els 33 de càncer de mama en 11 famílies amb mutacions en altres 
regions del gen. A més, tot i que la mutació 9254del5 es troba en l’extrem 3’ del gen 
BRCA2, fora de l’OCCR, en les 12 famílies amb aquesta mutació hi havia 7 dones 
amb mutació diagnosticades de càncer d’ovari (Resultats 2.2). 

Edat al diagnòstic 

No es van trobar diferències entre les mitjanes d’edats de diagnòstic de càncer de 
mama o d’ovari entre els portadors de mutacions en BRCA1 localitzades a 3’ o a 5’ 
del nucleòtid 4447.

Diversos estudis basats en dues mutacions fundadores en el gen BRCA2, la jueva 
6174delT (Neuhausen et al., 1998) i la islandesa 999del5 (Thorlacius et al., 1997)
han suggerit que les mutacions en l’OCCR són menys penetrants pel càncer de 
mama. En la sèrie de l’estudi multicèntric i en les de SP (Resultats 1.2), no es van 
trobar diferències significatives comparant l’edat al diagnòstic del càncer segons la 
localització de la mutació en BRCA2 respecte l’OCCR.

Tampoc no es van trobar diferències entre l’edat al diagnòstic de càncer de mama 
en les famílies amb mutació en BRCA1 o en BRCA2.

1.5 ALTRES NEOPLÀSIES EN FAMÍLIES AMB MUTACIÓ 

Tal i com hem vist en l’apartat 2.5.3 de la introducció, les mutacions en els gens 
BRCA1 i BRCA2 s’associen a un augment del risc d’altres tipus de tumors a part 
dels de mama i ovari. A Espanya, fins al moment no hi ha estudis que comparin la 
prevalença d’altres neoplàsies en famílies positives per mutacions en BRCA1 i 
BRCA2, en famílies negatives i en població general. En l’estudi multicèntric, gairebé 
totes les famílies amb mutació identificada presentaven alguna altra neoplàsia com 
pròstata, còlon, fetge, estómac, pulmó i endometri, però no es va trobar cap 
correlació entre la seva presència i la distribució o tipus de mutacions BRCA.

En la sèrie de SP, algunes de les famílies positives presentaven casos d’altres 
neoplàsies, però en la majoria no va ser possible determinar l’estatus de portador de 
cada individu, de manera que no s’ha pogut fer cap associació. Per exemple, entre 
les famílies amb mutació en el gen BRCA2 (Resultats 1.2), hi havia quatre famílies 
amb càncer de pròstata (tres casos en una mateixa família) i quatre famílies amb sis 
casos en total de càncer d’endometri, però es desconeix el seu significat ja que la 
presència de l’al·lel mutat no es va poder determinar en cada afectat. Tanmateix, 
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aquests resultats concorden amb els publicats pel Breast Cancer Linkage 
Consortium (BCLC, 1999), que mostren més freqüència de tumors de pròstata en les 
famílies BRCA2. Pel que fa al carcinoma d’endometri, tot i que s’han descrit casos 
d’associacions especialment amb BRCA1 (Hornreich et al., 1999), un estudi 
retrospectiu fet en 199 pacients jueves asquenasites amb carcinoma d’endometri no 
va mostrar un risc augmentat al llarg de la vida d’aquests tipus de tumors en dones 
amb mutacions germinals BRCA (Levine et al., 2001b). En aquest treball es van 
analitzar les tres mutacions fundadores característiques d’aquesta població i es van 
identificar tres portadores, una en BRCA1 i dues en BRCA2. Aquest resultat 
representa una freqüència de l’1,5%, inferior a 2% observat en la població general.  

Com en els estudis de penetrància, les mutacions recurrents són útils per estudiar 
aquests tipus d’associacions, però es necessita un gran nombre de famílies per 
obtenir resultats significatius. En el nostre cas, disposem de poques famílies amb la 
mateixa mutació per obtenir resultats fiables. Entre les sis famílies amb la mutació 
BRCA1 330A>G hi havia individus portadors amb càncer d’endometri, duodenal o de 
còlon (Resultats 2.1). De la mateixa manera, els individus portadors de la mutació 
BRCA2 6857delAA expressen una àmplia varietat de fenotips: càncer de mama 
precoç i altres tumors en una mateixa dona, càncer d’ovari i homes amb càncer de 
mama o de pròstata. Finalment, entre les 12 famílies amb la mutació 9254del5 hi 
havia vuit homes amb càncer de mama (Resultats 2.2), fet que suggereix que 
aquesta mutació és altament predisposant per aquesta neoplàsia específica, tot i 
que es necessitarien més dades per confirmar l’associació. També hi havia casos de 
melanoma, càncer de pàncrees i càncer de pròstata, resultat que concorda amb 
estudis recents que suggereixen que les mutacions en BRCA2 confereixen un risc 
augmentat de càncer de mama en homes i d’aquestes altres neoplàsies (BCLC, 
1999; van Asperen et al., 2005). 

En resum, l’ampli espectre de càncers observat en les famílies portadores 
d’aquestes tres mutacions recurrents, BRCA1 330A>G, BRCA2 9254del5 i BRCA2
6857delAA, suggereix que altres factors ambientals, gens modificadors de risc o 
altres gens de susceptibilitat podrien estar també implicats en el fenotip final. 
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2 MUTACIONS RECURRENTS 

Com s’ha dit, la majoria de les mutacions identificades en els gens BRCA1 i BRCA2
s’han descrit només una vegada, però n’hi ha que apareixen de forma recurrent en 
més d’una família. En aquests casos, l’anàlisi de l’haplotip pot evidenciar l’origen 
únic d’una mutació específica present en diverses famílies no emparentades, els 
avantpassats de les quals poden remuntar-se a un origen geogràfic o ètnic comú. 
Alguns exemples de poblacions amb mutacions fundadores altament prevalents són 
la jueva asquenasita i la islandesa (vegeu Introducció 2.4). 

2.1 MUTACIONS RECURRENTS EN POBLACIÓ ESPANYOLA 

Estudis previs no mostren evidències de l’existència d’un petit nombre de mutacions 
fundadores altament prevalents en BRCA1 i BRCA2 que representin la majoria de 
casos hereditaris de càncer de mama a l’Estat Espanyol, resultat que no és 
sorprenent donada la heterogeneïtat genètica de la població espanyola (Osorio et
al., 1998). 

En l’estudi multicèntric es van detectar 19 mutacions que apareixien de forma 
recurrent en més d’una família, 10 en BRCA1 i 9 en BRCA2, nou de les quals van 
ser identificades en almenys una família tractada al nostre hospital (figura 18). Cinc 
mutacions en BRCA1 (185delAG, 330A>G, 589delCT, G1706E i A1708E), 
representen el 46,6% (28/60) de les mutacions detectades en aquest gen i quatre 
mutacions (3036del4, 6857delAA, 9254del5, i 9538delAA), el 56,6% (30/53) de les 
mutacions identificades en el gen BRCA2. En conjunt, les nou mutacions suposen 
el 51,3% (58/113) de totes les mutacions detectades. 

En la sèrie de 127 famílies de SP, dues mutacions (185delAG i 243delA) 
representen el 31,6% (6/19) de les detectades en BRCA1 i quatre mutacions 
(3036del4, 1825delA, 6857delAA i 9254del5), el 65% (13/20) de les identificades en 
BRCA2. En conjunt, representen el 48,7% (19/39) de les mutacions detectades. Un 
altre estudi efectuat en la mateixa àrea geogràfica (Llort et al., 2002) troba que el 
23% de les famílies portadores presenten una mutació de les considerades 
recurrents.

Segons l’estudi multicèntric, les dues mutacions més prevalents en la nostra 
població són la BRCA2 3036del4 (14 famílies) i la BRCA1 185delAG (10 famílies), 
identificades en individus procedents de diverses regions del país. En ambdós 
casos, diversos estudis suggereixen l’existència d’efectes fundadors. La mutació 
BRCA2 3036del4 s’ha trobat en diversos països de l’oest d’Europa (com Bèlgica, 
França, Itàlia, i Suïssa) i en els Estats Units i Canadà (BIC). L’anàlisi de marcadors 
microsatèl·lits va suggerir que el seu origen podria ser únic unes 80 generacions 
enrera (95% CI, 46-134) (Neuhausen et al., 1998). La mutació BRCA1 185delAG té 
el seu origen en poblacions jueves i la prevalença més elevada en població jueva 
asquenasita (Struewing et al., 1995). 
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A banda d’aquestes dues mutacions identificades arreu, s’observen almenys dues 
zones de la península amb mutacions característiques: la regió nord-oest (Galícia) i 
l’àrea mediterrània (figura 18). A Galícia, fins al moment s’ha descrit només una 
mutació característica, la BRCA1 330A>G, probablement originada en aquesta 
regió. En l’àrea mediterrània s’han identificat cinc mutacions recurrents que podrien 
ser característiques d’aquesta regió. Les mutacions BRCA1 243delA i BRCA2
1825delA no havien estat descrites prèviament i només es van identificar en famílies 
catalanes tractades en el nostre hospital, cada una en dues ocasions. La mutació 
BRCA2 Y3006X, es va identificar en dues famílies valencianes i en el BIC només es 
descriu en una família de l’oest d’Europa. Les altres dues mutacions, BRCA2
6857delAA i 9254del5, detectades en tres i nou famílies respectivament, es 
descriuen com a possibles mutacions fundadores. 
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Figura 18 Mutacions recurrents en els gens BRCA1 i BRCA2 detectades en 
famílies espanyoles amb CMOH. Dins de les el·lipses es representen mutacions 
amb un probable efecte fundador en la zona emmarcada. La mida de la lletra és 
proporcional al número de vegades que s’ha identificat la mutació.   
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2.2 CARACTERITZACIÓ DE MUTACIONS RECURRENTS: ANÀLISI DE 
L’HAPLOTIP

En la sèrie estudiada a SP es va analitzar l’haplotip de dues mutacions recurrents en 
BRCA2 (9254del5 i 6857delAA) i, a més, de la mutació BRCA1 330 A>G, present en 
una família gallega de la nostra sèrie i detectada en altres famílies originàries de la 
mateixa regió. 

Anàlisi de l’haplotip associat a la mutació BRCA1 330A>G

La mutació 330A>G es descriu 20 vegades en el BIC (febrer 2006) en famílies 
espanyoles i d’altres zones d’Europa (França i el Regne Unit), així com en famílies 
del Carib i de Sud-amèrica. En la majoria de les famílies s’indica un origen 
probablement espanyol (BIC). En el nostre estudi (Resultats 2.1), presentem els 
resultats de l’anàlisi de l’haplotip de sis famílies en les quals se’ls ha detectat 
aquesta mutació: quatre d’origen gallec, una família francesa d’origen colombià i una 
família britànica de procedència espanyola. 

Els resultats dels estudis de l’haplotip, construït mitjançant l’anàlisi de sis 
microsatèl·lits situats dins o prop de BRCA1 (cen-THRA1, D17S800, D17S855, 
D17S1323, D17S1327 i D17S579 –tel), mostren que tots els portadors tenen els 
mateixos al·lels pels sis marcadors, excepte en tres al·lels situats en els extrems de 
l’haplotip. Aquests resultats suggereixen un efecte fundador, amb algunes 
discrepàncies, que poden ser degudes a un slippage en la replicació (causant de la 
pèrdua o guany d’unitats de repetició durant la meiosi) o a esdeveniments de 
recombinació.

Així, els nostres resultats són consistents amb la possibilitat que les famílies 
estudiades compartissin un avantpassat comú amb la mutació BRCA1 330A>G, 
essent aquesta una mutació fundadora d’origen gallec. En aquest sentit, un estudi 
basat en l’anàlisi del DNA mitocondrial de 92 individus gallecs (Salas et al., 1998), 
mostra que Galícia presenta un relatiu aïllament genètic de la resta d’Europa, de 
forma similar que el descrit en el País Basc.

Anàlisi de l’haplotip associat a la mutació BRCA2 9254del5 

En l’anàlisi de l’haplotip de la mutació BRCA2 9254del5 (Resultats 2.2), vam incloure 
les 12 famílies amb la mutació identificades entre 841 famílies i 339 dones amb 
càncer de mama o d’ovari analitzades en diversos centres de França i Espanya. 
Totes les famílies provenien de l’àrea mediterrània i del sud de França. A més, nou 
de les famílies presentaven cognoms catalans. Per adreçar la qüestió de l’origen de 
la mutació, vam construir l’haplotip amb 8 marcadors microsatèl·lits polimòrfics (cen-
D13S1700, D13260, D13S1698, (BRCA2), D13S171, D13S695, D13S1694, 
D13S310 i D13S267-tel), flanquejant el locus BRCA2, i dos polimorfismes interns 
(1342A>C i 7470A>G) en membres de les famílies portadores de la mutació.
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Tots els portadors tenien el mateix al·lel d’almenys quatre marcadors i dels dos 
polimorfismes, essent compatible amb un origen comú. L’edat estimada de la 
mutació 9254del5 es va calcular al voltant de 92 generacions (CI 95% = 56 – 141). 
L’ampli interval de l’estimació és degut al petit nombre relatiu d’haplotips disponibles 
per l’anàlisi. 

Anàlisi de l’haplotip associat a la mutació BRCA2 6857delAA 

La mutació 6857delAA en l’exó 11 de BRCA2 va ser identificada en 3 famílies del 
nostre hospital. Aquesta alteració havia estat descrita recentment en una família 
xilena (Carvallo et al., 2002), que vam incloure en el nostre estudi (Resultats 2.3), i 
fins al moment no s’ha descrit en altres poblacions (BIC). Segons les dades 
recollides en les respectives històries familiars, les quatre famílies analitzades 
procedeixen de Catalunya. 

Els haplotips observats, construïts mitjançant l’anàlisi de cinc marcadors 
microsatèl·lits que flanquegen el gen BRCA2 (cen-D13260, D13S1698, (BRCA2),
D13S171, D13S310 i D13S267-tel) van mostrar al·lels idèntics en tots els portadors 
en tres o més marcadors que rodegen el gen, fet que indica l’existència d’un 
avantpassat comú en aquestes famílies. 

2.3 APLICACIONS DE L’ESTUDI DE MUTACIONS RECURRENTS 

La presència de mutacions específiques en BRCA1 i BRCA2 en una població 
determinada depèn en part de l’origen ètnic i geogràfic de les famílies analitzades. 
Els nostres resultats recolzen la hipòtesi de l’existència d’una subestructura 
poblacional pels gens BRCA1 i BRCA2 (Vega et al., 2002). Val a dir que no es van 
incloure famílies de zones potencialment característiques, com ara el País Basc 
(població caracteritzada pel seu aïllament genètic i lingüístic) o les Illes Balears i 
Canàries.

El coneixement de mutacions fundadores associades a un origen ètnic o geogràfic 
determinat, presenta un gran nombre d’aplicacions, com el disseny d’un cribratge 
mutacional més eficient i la realització d’estudis de penetrància i altres associacions. 

Disseny d’un cribratge mutacional en població espanyola 

La identificació mutacions recurrents en poblacions d’origen ben definit pot facilitar 
l’establiment d’estratègies metodològiques que facin més ràpida i econòmica la 
detecció de mutacions. Segons les dades obtingudes en l’estudi multicèntric, sembla 
recomanable iniciar l’estudi del gen BRCA1 amb l’anàlisi dels exons 2, 5, 8 i 18 i del 
gen BRCA2, amb els extrems 5’ i 3’ de l’exó 11, l’exó 23 i l’exó 25. No obstant això, 
en la gran majoria de famílies l’estudi haurà de prosseguir fins cobrir la totalitat del 
gen. Per altra banda, a mesura que augmenti la identificació de famílies portadores 
pot variar la freqüència relativa de cada mutació, fent necessària l’actualització 
constant dels algoritmes. 
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Disseny d’un cribratge mutacional en altres poblacions 

Les mutacions recurrents reflecteixen influències històriques de migracions, 
estructura poblacional i aïllament geogràfic o cultural (Neuhausen, 1999; Szabo i 
King, 1997). Per exemple, diversos estudis recents fets als Estats Units (Nanda et
al., 2005; Weitzel et al., 2005; Haffty et al., 2006), mostren diferències en l’espectre 
de mutacions entre els individus pertanyents a diverses races o ètnies (blancs, 
afroamericans, jueus asquenasites i hispans). 

Els desplaçaments poblacionals tenen una gran importància en els països de parla 
hispana. Històricament, la Península Ibèrica ha estat exposada a diversos móns 
ètnics i culturals: europeus, africans i mediterranis. Algunes mutacions en BRCA1 i 
BRCA2 identificades de forma recurrent en la nostra població s’han trobat a altres 
països europeus, com la mutació BRCA2 3036del4. A més, diverses mutacions 
europees han estat també trobades als Estats Units i Canadà, reflectint les 
migracions des del continent fins a Nord Amèrica. De forma semblant, moltes 
famílies hispanoamericanes poden traçar els seus orígens fins la colonització 
espanyola durant els segles XVI i XVII i, en èpoques més recents, fins els moviments 
migratoris des de diverses regions d’Espanya. Un exemple és la presència de la 
mutació BRCA1 185delAG a Califòrnia (EEUU) en individus americans d’origen 
espanyol (Mullineaux et al., 2003), probablement fruit de l’emigració de població 
jueva forçada per la Inquisició (Díez et al., 1999; Long, 2004). Altres exemples són 
l’aparició de la mutació BRCA1 330A>G en famílies de Centre i Sudamèrica i de 
l’àrea del Carib amb avantpassats gallecs (BIC), i de la mutació BRCA2 6857delAA 
en una família xilena d’origen català. Fins al moment, gairebé no s’han publicat 
estudis amplis dels gens BRCA1 i BRCA2 a Llatinoamèrica. A Xile, en un estudi de 
54 famílies, es descriuen tres mutacions noves, però cinc de les 11 identificades són 
mutacions recurrents espanyoles (Gallardo et al., 2006).

Tenint en compte la gran heterogeneïtat d’alteracions possibles i la laboriositat que 
suposa la seva detecció, la recerca de mutacions recurrents originades a Espanya 
pot ser d’utilitat a l’hora d’establir algoritmes d’anàlisis mutacionals més racionals i 
menys costoses en aquestes poblacions. 

Estudis en individus portadors de la mateixa alteració 

Les mutacions recurrents tenen un especial valor al proporcionar la possibilitat de 
realitzar estudis en grups d’individus amb la mateixa alteració genètica i, en cas de 
les fundadores, similar fons genètic. El fet de disposar de múltiples famílies amb la 
mateixa mutació permet estudiar factors genètics i ambientals addicionals que 
contribueixen a les variacions fenotípiques (presència d’altres neoplàsies, edat al 
diagnòstic, etc). A més, es pot avaluar l’expressivitat i la penetrància específiques 
d’una mutació, d’utilitat en el càlcul de risc i l’assessorament genètic.
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3 ESTUDI DE VARIANTS D’EFECTE BIOLÒGIC DESCONEGUT 

En els gens BRCA1 i BRCA2 s’han detectat centenars de variants diferents (BIC). 
Les tècniques basades en el DNA genòmic permeten la seva identificació, però, en 
moltes ocasions, són insuficients per establir el seu significat biològic. No poden 
considerar-se com associades a malaltia ni polimorfismes innocus i romanen 
classificades com a variants d’efecte biològic desconegut. Ja que la comprensió 
incompleta del seu potencial efecte patològic dificulta l’assessorament genètic dels 
pacients, calen anàlisis addicionals (vegeu Introducció 2.6). 

3.1 ESTUDI DEL mRNA: EFECTES EN L’SPLICING

Estudis recents en BRCA1 (Liu et al., 2001), BRCA2 (Fackenthal et al., 2002) i en 
altres gens (Ars et al., 2000; Cartegni i Krainer, 2002a i b; Pagani et al., 2002) 
descriuen mutacions missense, mutacions traduccionalment silencioses i variants 
intròniques que alteren la transcripció. Aquests treballs i els nostres resultats 
destaquen la importància d’estudiar tant el DNA com el RNA, per tal de clarificar 
l’efecte real del canvi identificat. 

En la sèrie de SP, es van detectar 15 variants d’efecte biològic desconegut, 10 en 
BRCA1 (figura 16) i 5 en BRCA2, una d’elles en dues famílies (figura 17). En nou 
d’elles, es va poder analitzar el RNA i es van utilitzar diverses estratègies per predir 
el seu possible efecte patològic.  

Es va demostrar, per seqüenciació del cDNA de portadors (apartats 2.1 i 3 de 
Resultats), l’existència d’un splicing aberrant en quatre variants en BRCA1: 330A>G, 
5196del3 (Ala1693del), IVS18+5G>A i IVS22-2G>A. Les variants G1706A, S1715N i 
IVS20-6_IVS20-4del en BRCA1, i T2515I i IVS25+9A>G (ara 9729+9A>C) en 
BRCA2, van mostrar transcrits madurs normals. 

Variants que alteren el procés d’splicing

El canvi A>G en la posició 330 del gen BRCA1 (BRCA1 330A>G), consisteix en la 
transició d’una adenina per una guanina que, aparentment, prediu un canvi 
d’aminoàcid en la proteïna (R71G). Aquesta substitució, però, es localitza en la 
posició –2 del lloc donador d’splicing de l’exó 5. L’anàlisi de la seqüència del cDNA 
va mostrar la deleció de 22 pb en l’exó 5, que causa l’aparició d’un codó de 
terminació alterant-se, previsiblement, la síntesi proteica. 

La variant BRCA1 5196del3, que presumptament consisteix en la pèrdua d’una 
alanina en la posició 1693, provoca la pèrdua (skipping) de l’exó 18, sense trencar el 
marc de lectura, i la deleció de 26 aminoàcids a la proteïna. El mateix efecte 
presenta la variant BRCA1 IVS18+5G>A. Atès que l’exó 18 forma part d’un dels 
altament conservats dominis BRCT de la proteïna BRCA1, la seva absència pot 
associar-se a una pèrdua funcional. 
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Per últim, la variant BRCA1 IVS22-2A>G, situada en el lloc acceptor d’splicing de
l’exó 23, provoca l’skipping de l’exó, causant l’aparició d’un codó de terminació 
prematur. Aquest efecte havia estat descrit prèviament en la mutació IVS23+1G>A 
(Laskie Ostrow et al., 2001). 

Els resultats obtinguts indiquen que l’estudi addicional de l’RNA pot aportar 
informació que modifiqui l’efecte deduït exclusivament a partir de l’anàlisi del DNA.  

Variants que no afecten el procés d’splicing

Les variants missense BRCA1 G1706A, BRCA1 S1715N i BRCA2 T2515I, i les 
variants intròniques BRCA1 IVS20-6_IVS20-4del i BRCA2 IVS25+9A>G, van 
mostrar transcrits madurs normals.  

Variants missense 

A més de l’estatus de l’RNA, els criteris per avaluar la patogenicitat d’una variant 
missense inclouen la segregació amb la malaltia, l’absència en població sana, les 
diferències físicoquímiques del nou aminoàcid respecte l’original, la conservació del 
residu en les diferents espècies, la localització en un domini conservat i 
possiblement funcional de la proteïna i la pèrdua d’heterozigositat en el teixit tumoral 
(vegeu lntroducció 2.6). 

El potencial patogènic de les variants BRCA1 G1706A i S1715N no es pot descartar 
completament ja que es localitzen en el domini C-terminal de BRCA1, el qual 
presenta activitat de transactivació. Diversos estudis mostren que mutacions 
missense associades a risc de càncer i localitzades en aquesta regió, anul·len 
l’activitat transcripcional de BRCA1 en sistemes artificials (Chapman i Verma, 1996; 
Monteiro et al., 1997 i 1998; Hayes et al., 2000; Vallon-Christersson et al., 2001; 
Phelan et al., 2005).

Diverses evidències suggerien que la variant G1706A podia ser patogènica: a) una 
variant molt propera, A1708E, identificada en cinc famílies espanyoles (Annex de 
resultats), mostrava una pèrdua d’activitat transcripcional (Vallon-Christersson et al.,
2001); b) no es va trobar en 100 cromosomes control; c) el residu es manté en 
seqüències de gos, rata, ratolí i pollastre i es localitza en una zona amb una 
conservació completa en aquestes espècies; d) en la proteïna, el reemplaçament 
d’una aminoàcid petit hidrofòbic (glicina) per un aminoàcid sense càrrega (alanina) 
és una substitució no conservativa. Aquesta hipòtesi es veuria reforçada pels 
resultats d’un estudi recent segons els quals G1706A provoca una pèrdua gairebé 
total d’activitat transcripcional en cèl·lules mamàries (Phelan et al., 2005). Els autors 
suggereixen que podria tractar-se d’una variant d’efecte moderat. En un altre estudi, 
on es van integrar mètodes genètics, bioinformàtics i funcionals per caracteritzar les 
variants G1706A i A1708E (Lovelock et al., 2006), es va concloure que la variant 
G1706A és probablement un polimorfisme, mentre que la variant A1708E sembla 
patogènica. Malgrat tot, cap d’aquests estudis és concloent i la variant G1706A 
roman com a variant no classificada.
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La variant S1715N es va detectar en una família amb tres casos de càncer de 
mama. S1715 és un residu evolutivament conservat i mostra pèrdua d’activitat en 
estudis funcionals, suggerint la seva associació a la malaltia (Vallon-Christersson et
al., 2001). Aquesta hipòtesi es veu reforçada pel fet que dos dels tres membres 
afectes de família presentaven la mutació i per l’observació de la pèrdua de l’al·lel 
salvatge en un dels tumors analitzats. En un altre treball, en el qual s’estudien els 
possibles efectes del canvi aminoacídic en l’estructura (i previsiblement, en la funció) 
de la proteïna (Mirkovic et al., 2004), no es va poder demostrar clarament el seu 
caràcter patogènic i roman com a variant d’efecte biològic desconegut. 

En BRCA2, la variant T2515I produïa també transcrits normals. Tanmateix, algunes 
evidències suggereixen que podria tractar-se d’una mutació: cosegrega en els 
individus afectes en una família amb càncer de mama; no es va trobar en 100 
cromosomes control; el residu T2515 es conserva parcialment en l’escala 
filogenètica però, a nivell proteic, el reemplaçament no conservatiu d’una treonina 
per una isoleucina podria afectar l’estructura i la funció de la proteïna. Per tant, ja 
que aquesta variant compleix només alguns criteris de patogenicitat, roman sense 
classificar.

Variants intròniques 

Les variants intròniques que no afecten el procés d’splicing previsiblement 
desapareixen després de la maduració del pre-mRNA (de manera que no afecten ni 
l’estructura ni la funció de la proteïna) i s’assumeix que són innòcues. Malgrat tot, la 
detecció d’un únic producte d’splicing normal mitjançant la tècnica de RT-PCR no 
exclou totalment la possibilitat d’una alteració en l’RNA.   

En aquest sentit, el producte de l’al·lel amb la variant BRCA1 IVS22-2A>G es va 
observar en una menor proporció que el producte amb l’al·lel normal. Tot i que la 
baixa proporció podria atribuir-se a la possibilitat que l’exó 23 del pre-mRNA IVS22-
2A>G fos ocasionalment processat correctament, no es pot descartar que sigui 
deguda a un fenomen d’inestabilitat dels transcrits amb mutació truncant (NMD, de 
nonsense-mediated mRNA decay). El NMD és un mecanisme de vigilància o 
control que redueix errors en l’expressió gènica eliminant mRNAs aberrants que 
codifiquen per polipèptids incomplets, causant una reducció d’1,5 a 5 vegades els 
nivells de mRNA (Perrin-Vidoz et al., 2002). Aquest fet dificulta la detecció dels 
transcrits mutats entre els transcrits de l’al·lel normal.

Per tant, encara que no es pot descartar que les variants BRCA1 IVS20-6_IVS20-
4del i BRCA2 IVS25+9A>G siguin mutacions associades a la malaltia, el més 
probable és que siguin polimorfismes poc freqüents. 
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3.2 AVALUACIÓ TEÒRICA D’ALTERACIONS EN L’SPLICING

En els darrers anys s’han elaborat diversos mètodes teòrics que prediuen l’efecte de 
variants genòmiques en el processament del pre-mRNA. Per tal d’avaluar l’eficàcia 
de dos d’aquests mètodes (explicats amb més detall en l’apartat 4.2 de Material i 
mètodes), vam comparar les seves prediccions amb els resultats d’un mètode 
empíric, com és l’anàlisi de l’RNA de portadors per RT-PCR (Resultats 3).  

Seqüències consens 

Les regions intròniques i exòniques adjacents als límits dels exons presenten 
seqüències consens amb un cert nombre de nucleòtids altament conservats. Una 
alteració en algun d’aquests nucleòtids pot afectar el procés normal d’splicing i 
aparèixer productes aberrants. Les tres variants intròniques detectades en el gen 
BRCA1, localitzades en les seqüències consens de l’exó 18 (IVS18+5G>A), 21 
(IVS20- 6_IVS20-4del) i 23 (IVS22-2A>G), es van analitzar utilitzant el mètode de 
Shapiro i Senapathy (1987). Els valors consens per les seqüències d’splicing
implicades en les tres variants, calculats d’acord amb aquest mètode, concorden 
amb l’efecte observat en el processament de l’RNA, donant suport a la validesa 
d’aquest model. 

Per les variants que es troben fora d’aquesta regió, com la BRCA2 IVS25+9A>C, 
l’estimació dels valors consens podria ser útil per predir llocs críptics d’splicing. De 
totes maneres, els estudis d’RNA són essencials per descobrir si un procés 
d’splicing és afectat per un canvi nucleotídic o no. 

Seqüències ESE  

L’ESEfinder és un programa informàtic capaç d’identificar possibles seqüències 
potenciadores de l’splicing (ESE, d’Exonic Splicing Enhancer) en qualsevol regió 
exònica. Aquestes seqüències són llocs d’unió de quatre proteïnes riques en serina i 
arginina (SR): SF2/ASF, SC35, SRp40 i SRp55, les quals “marquen” els exons 
perquè no siguin exclosos durant el procés d’splicing del pre-mRNA.

La comparació dels resultats de l’anàlisi d’una seqüència de cDNA amb una variant 
al·lèlica amb els d’una seqüència normal permet identificar qualsevol guany o pèrdua 
de seqüències ESE predites. Aquest guany o aquesta pèrdua podrien fer variar el 
processament correcte del mRNA i produir-se un splicing aberrant. Com a 
precedent, l’anàlisi de l’RNA va demostrar que la transversió 5199G>T en l’exó 18 de 
BRCA1 causava l’skipping de l’exó 18 en comptes del codó de terminació esperat 
(E1694X) (Mazoyer et al., 1998; Liu et al., 2001). Aquesta substitució G>T trenca 
una ESE d’unió a la proteïna SF2/ASF. 

En el nostre estudi (Resultats 3), l’anàlisi amb l’ESEfinder va predir que les variants 
5196del3 i G1706A en BRCA1, i T2515I en BRCA2, podrien produir transcrits 
anòmals a causa del trencament previst de ESEs de les proteïnes SF2/ASF, SC35 i 
SRp55, respectivament. No obstant, la seqüenciació del cDNA dels portadors mostrà 
que les variants G1706A i T2515I produïen transcrits normals. A més, la mutació 
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BRCA1 330A>G, que com hem vist provoca un splicing anormal, fins i tot augmenta 
el valor de predicció d’una ESE de SRp40 (de 3,831 per la seqüència salvatge a 
4,399 per la mutada). Tot i que altres treballs mostren una concordança entre els 
resultats predits utilitzant aquest mètode i els de l’anàlisi de l’RNA (Fackenthal et al.,
2002;), els nostres resultats suggereixen que les prediccions d’splicing basades en 
les seqüències ESE no són definitius i s’haurien de considerar amb precaució.   
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Conclusions

 Les famílies espanyoles amb càncer de mama i ovari hereditari presenten una 
gran diversitat al·lèlica en els gens BRCA1 i BRCA2, amb les mutacions 
distribuïdes al llarg de tota la seqüència. 

 Globalment, la proporció de mutacions identificades en cada gen és similar, però 
varia segons la procedència geogràfica de la família analitzada: predominen 
lleugerament les mutacions de BRCA1 en el nord-oest de la Península Ibèrica i 
les de BRCA2 en les regions mediterrànies. 

 La freqüència global de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 en les famílies 
estudiades (propera al 30%) és similar a la trobada en altres poblacions. 

 En general, el percentatge de mutacions augmenta amb el nombre de casos de 
càncer en la família, però l’elevada freqüència observada en famílies amb 2 
casos (especialment amb presència de càncer d’ovari), indica que l’avaluació del 
risc o de la probabilitat de mutació no es pot basar únicament en el nombre de 
dones afectades de la família. 

 En aquestes famílies amb pocs casos de càncer, incloses les dones sense 
antecedents familiars, serien necessaris altres indicadors de probabilitat de 
mutació: edat al diagnòstic, existència de càncer de mama bilateral, 
característiques histopatològiques tumorals, altres neoplàsies associades, 
possibles factors modificadors, etc. En qualsevol cas, sembla recomanable oferir 
l’estudi genètic a aquelles famílies amb dues dones afectes, sobretot davant la 
presència d’un cas de càncer d’ovari. 

 S’evidencia la relació entre càncer d’ovari i BRCA1 i càncer de mama en homes i 
BRCA2. El càncer d’ovari s’associa principalment a mutacions localitzades en 
l’extrem 5’ de BRCA1, però no amb les de la regió OCCR de BRCA2.

 La identificació d’haplotips específics associats a la mutació 330A>G en BRCA1,
present en famílies d’origen gallec, i a les mutacions 9254del5 i 6857delAA en 
BRCA2, presents en famílies de l’àrea mediterrània, suggereix l’existència de 
subpoblacions espanyoles amb mutacions característiques.  

 En la majoria de casos, el disseny d’un algoritme d’anàlisi amb el següent ordre 
permetria augmentar l’eficiència de l’estudi mutacional: 1) anàlisi dels fragments 
que contenen mutacions recurrents en l’àrea geogràfica corresponent 
(independentment del fenotip familiar); 2) anàlisi de BRCA1 en famílies amb 
casos de càncer d’ovari i anàlisi de BRCA2 en famílies amb càncer de mama en 
homes; 3) anàlisi de la resta de la seqüència d’ambdós gens. 

.
 L’estudi de l’RNA permet conèixer millor l’efecte biològic de determinades 

variants identificades en els gens BRCA1 i BRCA2 i és recomanable sempre que 
sigui possible. Malgrat tot, en molts casos són necessaris estudis addicionals per 
obtenir resultats concloents. 

 Els resultats obtinguts amb diversos mètodes teòrics per predir potencials 
alteracions en l’splicing no coincideixen totalment amb els observats en l’estudi 
de l’RNA i s’han de considerar amb prudència.
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