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Abstract 

Introduction. J u v e n i l e b r e a s t c a n c e r i s r a r e a n d p o o r l y k n o w n . W e s t u d i e d a s e r i e s o f 5 b r e a s tc a n c e r p a t i e n t s d i a g n o s e d w i t h i n 2 5 y e a r s o f a g e , t h a t i n c l u d e d 2 a d o l e s c e n t s , 1 2 i a n d 1 5 iy e a r i o l d , a n d 3 y o u n g w o m e n , 2 1 i , 2 1 i a n d 2 5 i y e a r i o l d r e s p e c t i v e l y .
Methods . A l l c a s e s w e r e s c a n n e d f o r g e r m l i n e m u t a t i o n s a l o n g t h e e n t i r e BRCA1/2 c o d i n gs e q u e n c e s a n d TP53 e x o n s 4 i 1 0 , u s i n g p r o t e i n t r u n c a t i o n t e s t , d e n a t u r i n g h i g h p e r f o r m a n c el i q u i d c h r o m a t o g r a p h y a n d d i r e c t s e q u e n c i n g . P a r a f f i n i e m b e d d e d p r i m a r y t u m o r s ( a v a i l a b l ef o r 4 / 5 c a s e s ) , a n d a d i s t a n t m e t a s t a s i s ( f r o m t h e 1 5 i y e a r i o l d ) w e r e c h a r a c t e r i z e d f o rh i s t o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r t u m o r s u b t y p e , h u m a n p a p i l l o m a v i r u s ( H P V ) t y p e s 1 6 / 1 8 E 6s e q u e n c e s a n d t u m o r i a s s o c i a t e d m u t a t i o n s i n TP53 e x o n s 5 i 8 .
Results. A BRCA2 g e r m l i n e m u t a t i o n ( p . I l e 2 4 9 0 T h r ) , p r e v i o u s l y r e p o r t e d i n b r e a s t c a n c e ra n d , a s c o m p o u n d h e t e r o z y g o t e , i n F a n c o n i a n e m i a , w a s i d e n t i f i e d i n t h e 2 1 i y e a r i o l d p a t i e n td i a g n o s e d a f t e r p r e g n a n c y , n e g a t i v e f o r c a n c e r f a m i l y h i s t o r y . T h e t u m o r w a s n o t a v a i l a b l ef o r s t u d y . O n l y g e r m l i n e p o l y m o r p h i s m s i n BRCA1/2 a n d / o r TP53 w e r e d e t e c t e d i n t h e o t h e rc a s e s . T h e t u m o r s o f t h e 1 5 i a n d 1 2 i y e a r i o l d w e r e r e s p e c t i v e l y c l a s s i f i e d a s g l y c o g e n i r i c hc a r c i n o m a w i t h t r i p l e n e g a t i v e s u b t y p e a n d a s s e c r e t o r y c a r c i n o m a w i t h b a s a l s u b t y p e . T h et u m o r s o f t h e 2 5 i y e a r i o l d a n d o f t h e o t h e r 2 1 i y e a r i o l d w e r e r e s p e c t i v e l y d i a g n o s e d a si n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a w i t h l u m i n a l A s u b t y p e a n d a s l o b u l a r c a r c i n o m a w i t h l u m i n a l Bs u b t y p e . N o s o m a t i c TP53 m u t a t i o n s w e r e f o u n d , b u t t u m o r i a s s o c i a t e d H P V 1 6 E6 s e q u e n c e sw e r e r e t r i e v e d f r o m t h e 1 2 i a n d 2 5 i y e a r i o l d , w h i l e b o t h H P V 1 6 a n d H P V 1 8 E6 s e q u e n c e sw e r e f o u n d i n t h e t u m o r o f t h e 1 5 i y e a r i o l d a n d i n i t s a s s o c i a t e d m e t a s t a s i s . B l o o d f r o m t h e1 5 i a n d 2 5 i y e a r i o l d , d i a g n o s e d w i t h h i g h i s t a g e d i s e a s e , r e s u l t e d p o s i t i v e f o r H P V 1 6 E6 . A l lt h e H P V i p o s i t i v e c a s e s w e r e h o m o z y g o u s f o r a r g i n i n e a t TP53 c o d o n 7 2 , a g e n o t y p ea s s o c i a t e d w i t h H P V i r e l a t e d c a n c e r r i s k , a n d t h e t u m o r s s h o w e d p 1 6 ( I N K 4 A )
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i m m u n o s t a i n i n g , a m a r k e r o f H P V � a s s o c i a t e d c a n c e r s . N o t a b l y m e n a r c h e a t 1 1 y e a r s w a sr e p o r t e d f o r t h e t w o a d o l e s c e n t s , w h i l e t h e 2 5 � y e a r � o l d w a s d i a g n o s e d a f t e r p r e g n a n c y a n db r e a s t � f e e d i n g .
Conclusions. O u r d a t a s u g g e s t t h a t h i g h � r i s k H P V i n f e c t i o n i s i n v o l v e d i n a s u b s e t o fh i s t o p a t h o l o g i c a l l y h e t e r o g e n e o u s j u v e n i l e b r e a s t c a r c i n o m a s a s s o c i a t e d w i t h m e n a r c h e o rp r e g n a n c y a n d b r e a s t � f e e d i n g . F u r t h e r m o r e w e i m p l i c a t e

BRCA2
i n a j u v e n i l e b r e a s tc a r c i n o m a d i a g n o s e d a t 2 1 y e a r s o f a g e , 4 y e a r s a f t e r a n e a r l y f u l l � t e r m p r e g n a n c y , i n a b s e n c eo f c a n c e r f a m i l y h i s t o r y .
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Introduction B r e a s t c a n c e r ( B C ) , w o r l d w i d e t h e c o m m o n e s t m a j o r m a l i g n a n c y i n w o m e n , i s a s e xh o r m o n e Á r e l a t e d d i s e a s e i n f l u e n c e d b y m u l t i Á f a c t o r i a l g e n e Á e n v i r o n m e n t i n t e r a c t i o n s , m o s tn o t a b l y i n v o l v i n g r e p r o d u c t i v e f a c t o r s [ 1 Á 4 ] . B C i n c i d e n c e i n c r e a s e s w i t h a g e , p e a k i n g i n t h ep o s t Á m e n o p a u s a l p e r i o d [ 5 Á 6 ] , w h i l e t h e v a s t m a j o r i t y o f t h e p r o l i f e r a t i v e b r e a s t l e s i o n s t h a tm a n i f e s t i n a d o l e s c e n c e a n d y o u n g a d u l t h o o d ,
i.e.,

b e t w e e n 1 2 a n d 2 4 y e a r s o f a g e [ 7 ] , a r eb e n i g n [ 8 ] . J u v e n i l e B C ( j B C ) ,
i.e

. , B C d i a g n o s e d w i t h i n 2 5 y e a r s o f a g e [ 7 ] , i s r a r e( e s t i m a t e d i n c i d e n c e
ø

1 0 / 1 0 0 , 0 0 0 ) [ 9 ] , b u t t e n d s t o b e m o r e a d v a n c e d a t p r e s e n t a t i o n a n dm o r e a g g r e s s i v e t h a n B C i n o l d e r w o m e n [ 1 0 ] . B C m a n i f e s t i n g i n c h i l d r e n a n d a d o l e s c e n t sw i t h i n 1 4 y e a r s o f a g e i s e v e n m o r e r a r e (
ø

1 / 1 0 0 , 0 0 0 ) , b u t i t s i n c i d e n c e s e e m s t o v a r yg e o g r a p h i c a l l y w i t h a p a t t e r n c o n t r a s t i n g w i t h t h a t o f B C i n w o m e n [ 9 , 1 1 ] . T h i s s u g g e s t s t h a te n v i r o n m e n t a l f a c t o r s , d i s t i n c t f r o m t h o s e i n v o l v e d i n B C l a t e r i n l i f e , c o u l d b e i m p l i c a t e d i nv e r y e a r l y o n s e t j B C .A t p u b e r t y t h e s t r i k i n g p r o l i f e r a t i v e e x p a n s i o n o f t h e t e r m i n a l d u c t a l a n d l o b u l a r e p i t h e l i a o ft h e b r e a s t , i n d u c e d b y s e x h o r m o n e s , c o u l d p r o m o t e t u m o r i g e n e s i s f r o m c e l l s i n i t i a t e d b yh i g h l y Á p e n e t r a n t g e n e t i c a n d / o r e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s [ 1 2 Á 1 6 ] . I n d e e d g e n e t i c f a c t o r s , m o s tn o t a b l y d e l e t e r i o u s g e r m l i n e m u t a t i o n s i n
BRCA1

( M I M n o . 1 1 3 7 0 5 ) ,
BRCA2

( M I Mn o . 6 0 0 1 8 5 ) a n d
TP53

( M I M n o . 1 9 1 1 7 0 ) , t h e m a j o r g e n e s r e s p o n s i b l e f o r a u t o s o m a l Á d o m i n a n th e r e d i t a r y B C , a r e c l e a r l y i m p l i c a t e d i n j B C [ 1 7 Á 2 2 ] , b u t t h e r e i s n o r e p o r t e d e v i d e n c e o fg e r m l i n e
 BRCA1

/
2

o r
TP53

m u t a t i o n s i n B C Á a f f e c t e d c h i l d r e n a n d a d o l e s c e n t s [ 2 1 Á 2 2 ] . D u et o d i s e a s e r a r i t y , t h e e x t e n t a n d n a t u r e o f t h e b i o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r h e t e r o g e n e i t y o f j B Ca n d t h e i d e n t i t y o f t h e r i s k f a c t o r s t h a t c o u l d b e i m p l i c a t e d i n d i f f e r e n t j B C s u b s e t s r e m a i n sl a r g e l y u n k n o w n .
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T h r o u g h o u t t h e y e a r s s e v e r a l s t u d i e s p r o v i d e d e v i d e n c e s i n f a v o u r o f a n i n v o l v e m e n t o fo n c o g e n i c v i r u s e s i n h u m a n B C . I n p a r t i c u l a r t h e h i g h ô r i s k h u m a n p a p i l l o m a v i r u s e s ( H P V s )t y p e s 1 6 a n d 1 8 ( H P V 1 6 / 1 8 ) , w o r l d w i d e t h e m a j o r r i s k f a c t o r s f o r c a n c e r o f t h e u t e r i n ec e r v i x , a r e c a p a b l e o f i m m o r t a l i z i n g h u m a n m a m m a r y e p i t h e l i a l c e l l s [ 2 3 ô 2 5 ] a n d w e r e f o u n di n r e l e v a n t f r a c t i o n s o f u n s e l e c t e d B C s ( r a n g e : 2 5 ô 2 9 % ) [ 2 6 ô 2 7 ] . F u r t h e r m o r e , i n w o m e na f f e c t e d w i t h b o t h m a m m a r y a n d c e r v i c a l c a n c e r s , H P V 1 6 w a s r e t r i e v e d f r o m b o t h c a n c e rt y p e s [ 2 8 ] . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t H P V i n f e c t i o n o f m a m m a r y e p i t h e l i a c o u l d b e i m p l i c a t e di n B C . A t p u b e r t y i n c r e a s e d e s t r o g e n a n d p r o g e s t e r o n e l e v e l s a r e p r e d i c t e d t o i n d u c ep r o l i f e r a t i o n o f h o r m o n e ô r e s p o n s i v e e p i t h e l i a a n d t o d o w n ô m o d u l a t e i m m u n e r e s p o n s e s . T h i sc o u l d f a v o u r H P V p e r s i s t e n c e a n d r e p l i c a t i o n i n c l o n a l l y ô e x p a n d i n g a n d d i f f e r e n t i a t i n gh o r m o n e ô d e p e n d e n t e p i t h e l i a , f a c i l i t a t i n g H P V ô i n d u c e d c a r c i n o g e n e s i s [ 2 9 ô 3 0 ] .T o i n v e s t i g a t e t h e r o l e o f g e n e t i c a n d e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s i n j B C , w e s t u d i e d a s m a l l b u th i g h l y s e l e c t e d g r o u p o f 5 A r g e n t i n e a n c a s e s d i a g n o s e d w i t h B C w i t h i n 2 5 y e a r s o f a g e . T h i sj B C s e r i e s i n c l u d e d t w o a d o l e s c e n t s , w i t h B C d i a g n o s e d a f t e r m e n a r c h e , a n d t h r e e y o u n gw o m e n , t w o w i t h B C m a n i f e s t i n g a f t e r f u l l ô t e r m p r e g n a n c y . T h e s e c a s e s w e r e c h a r a c t e r i z e df o r h i s t o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r t u m o r s u b t y p e a n d i n v e s t i g a t e d f o r g e r m l i n e
BRCA1/2 

a n d
TP53 

m u t a t i o n s , f o r s o m a t i c
TP53 

m u t a t i o n s a n d f o r m o l e c u l a r e v i d e n c e o f H P V 1 6 / 1 8i n f e c t i o n . O u r r e s u l t s s u g g e s t t h a t H P V 1 6 / 1 8 a r e a s s o c i a t e d w i t h j B C a r i s i n g a f t e rp h y s i o l o g i c a l h o r m o n a l s t i m u l a t i o n , s u c h a s m e n a r c h e a n d p r e g n a n c y . M o r e o v e r w ed o c u m e n t a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n a g e r m l i n e
BRCA2 

m u t a t i o n a n d a n H P V ô n e g a t i v e 2 1 ô y e a r ôo l d j B C c a s e w i t h n o r e p o r t e d c a n c e r f a m i l y h i s t o r y , d i a g n o s e d 4 y e a r s a f t e r a n e a r l y f u l l ô t e r mp r e g n a n c y .
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Patients and Methods 

Patients. A r g e n t i n a h a s o n e o f t h e h i g h e s t a g e  s t a n d a r d i z e d B C i n c i d e n c e r a t e s i n t h e w o r l d[ 3 1 ] , b u t j B C r e m a i n s v e r y r a r e a l s o i n t h i s c o u n t r y [ 1 , 9 ] . T o i d e n t i f y j B C c a s e s , w e r e v i s e d as e l e c t e d s e r i e s o f 8 8 A r g e n t i n e a n B C p a t i e n t s r e f e r r e d t o t h e H R D C f o r BRCA1/2 g e n e t i cd i a g n o s i s a s a p u b l i c h e a l t h s e r v i c e b e t w e e n 2 0 0 0 a n d 2 0 0 8 . W e i d e n t i f i e d 5 f e m a l e p a t i e n t s ,a l l o f C a u c a s i a n e t h n i c i t y , w i t h B C m a n i f e s t i n g w i t h i n 2 5 y e a r s o f a g e . T h e s e i n c l u d e d [ c o d e  a g e i n y e a r s ( y ) a t B C d i a g n o s i s ] : A 9  1 5 y , A 1 1  1 2 y , A 1 7  2 5 y , A 1 8  2 1 y , a n d A 3 1  2 1 y .R e l e v a n t i n d i v i d u a l a n d c l i n i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a v a i l a b l e f o r t h e s e p a t i e n t s a r e g i v e n b e l o wa n d s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 .A 9  1 5 y , f r o m t h e p r o v i n c e o f S a l t a , N o r t h e r n A r g e n t i n a , w a s r e f e r r e d t o H R D C i n 2 0 0 3 f r o m
Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutierrez”

. T h i s y o u n g g i r l h a d b e e n d i a g n o s e d i n 2 0 0 2 , a t1 5 y e a r s o f a g e , w i t h s t a g e I V B C a s s o c i a t e d w i t h m a s t i t i s . A t d i a g n o s i s t o t a l b o d yc o m p u t e r i z e d t o m o g r a p h y s c a n d o c u m e n t e d a 9 x 8 x 5 c m p e l v i c m a s s a n d m u l t i  f o c a l b o n em e t a s t a s e s . O o p h o r e c t o m y c o n f i r m e d l e f t o v a r i a n m e t a s t a s i s . D e s p i t e c h e m o t h e r a p y , t h ep a t i e n t d i e d w i t h m e t a s t a t i c d i s e a s e i n 2 0 0 5 . A 9  1 5 y w a s b o r n b y n o r m a l d e l i v e r y a n du n d e r w e n t m e n a r c h e a t 1 1 y e a r s o f a g e . H e r r e p o r t e d c a n c e r f a m i l y h i s t o r y i n c l u d e d o v a r i a nc a n c e r ( m o t h e r , d e c e a s e d a t 3 0 y e a r s o f a g e ) , a n d c o l o r e c t a l c a n c e r ( f a t h e r , a g e u n r e p o r t e d ) .C l i n i c a l r e c o r d s , p a t h o l o g y r e p o r t s a n d p a r a f f i n b l o c k s d o c u m e n t i n g t h e t u m o r s i n p a r e n t sc o u l d n o t b e r e t r i e v e d .A 1 1  1 2 y , f r o m t h e p r o v i n c e o f B u e n o s A i r e s , w a s r e f e r r e d t o H R D C i n 2 0 0 4 f r o m Hospital 

de Niños “Dr. Ricardo Gutierrez”
. S h e h a d b e e n d i a g n o s e d i n 2 0 0 4 , a t 1 2 y e a r s o f a g e , w i t hs t a g e I I B C m e t a s t a t i c t o 4 / 1 3 a x i l l a r y l y m p h n o d e s ( p r i m a r y t u m o r s i z e : 4 . 5 x 4 c m ) . T h ep a t i e n t w a s t r e a t e d w i t h c h e m o t h e r a p y a n d w a s d i s e a s e  f r e e a t t h e e n d o f 2 0 0 8 . A 1 1  1 2 y w a s
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b o r n b y n o r m a l d e l i v e r y a n d r e p o r t e d m e n a r c h e a t 1 1 y e a r s o f a g e . H e r r e p o r t e d c a n c e r f a m i l yh i s t o r y i n c l u d e d o n l y a m a t e r n a l a u n t d i a g n o s e d w i t h o v a r i a n c a n c e r a t 3 5 y e a r s o f a g e .A 1 7 h 2 5 y , f r o m t h e p r o v i n c e o f B u e n o s A i r e s , w a s r e f e r r e d t o H R D C i n 2 0 0 4 f r o m
Instituto 

Alexander Fleming
. S h e h a d b e e n d i a g n o s e d i n 1 9 9 9 , a t 2 5 y e a r s o f a g e , w i t h s t a g e I B C( t u m o r s i z e : 2 . 3 c m ) , t w o y e a r s a f t e r d e l i v e r y o f h e r o n l y c h i l d a n d s o o n a f t e r f i n i s h i n g b r e a s t hf e e d i n g . T h e p a t i e n t w a s t r e a t e d w i t h l o c a l r a d i o t h e r a p y , c h e m o t h e r a p y a n d t a m o x i f e n a n dr e m a i n e d c l i n i c a l l y d i s e a s e h f r e e u n t i l O c t o b e r 2 0 0 3 , w h e n h e p a t i c a n d s k e l e t a l m e t a s t a s e sm a n i f e s t e d . A 1 7 h 2 5 y r e p o r t e d u s e o f o r a l c o n t r a c e p t i v e s f r o m 1 7 t o 2 0 y e a r s o f a g e a n d n of a m i l y h i s t o r y o f c a n c e r .A 1 8 h 2 1 y , f r o m t h e p r o v i n c e o f B u e n o s A i r e s , w a s r e f e r r e d t o H R D C i n 2 0 0 4 f r o m

Instituto 

Alexander Fleming
. S h e h a d b e e n d i a g n o s e d i n 2 0 0 2 , a t 2 1 y e a r s o f a g e , w i t h s t a g e I B C( t u m o r s i z e : 2 . 5 c m ) . T h e p a t i e n t w a s t r e a t e d w i t h l o c a l r a d i o t h e r a p y a n d c h e m o t h e r a p y b u t i sc u r r e n t l y a f f e c t e d w i t h s t a g e I V d i s e a s e . A 1 8 h 2 1 y w a s n u l l i p a r o u s a n d r e p o r t e d n o c a n c e rf a m i l y h i s t o r y .A 3 1 h 2 1 y , f r o m t h e p r o v i n c e o f B u e n o s A i r e s , w a s r e f e r r e d t o H R D C i n 2 0 0 4 f r o m

Hospital 

de Clínicas Josè de San Martín
, U n i v e r s i t y o f B u e n o s A i r e s . S h e h a d b e e n d i a g n o s e d a t 2 1y e a r s o f a g e w i t h s t a g e I I B C . A 3 1 h 2 1 y r e p o r t e d n o f a m i l y h i s t o r y o f c a n c e r . S h e d e l i v e r e dh e r o n l y c h i l d a f t e r f u l l t e r m p r e g n a n c y a t a g e 1 7 y e a r s . N o i n f o r m a t i o n i s a v a i l a b l e r e g a r d i n gb r e a s t f e e d i n g .F i f t y b l o o d d o n o r s f r o m B u e n o s A i r e s w e r e u s e d a s c o n t r o l s . C a s e s a n d c o n t r o l s w e r ea n o n y m i z e d . I n f o r m e d w r i t t e n c o n s e n t t o g e n e t i c s t u d i e s w a s o b t a i n e d f r o m t h e p a t i e n t st h e m s e l v e s o r f r o m d i r e c t r e l a t i v e s a c t i n g a s l e g a l r e p r e s e n t a t i v e s . A l l s t u d y p r o c e d u r e s w e r ea p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n a l E t h i c a l C o m m i t t e e s o f

G. d’Annunzio
U n i v e r s i t y a n d o f t h eA r g e n t i n e a n S o c i e t y o f C l i n i c a l I n v e s t i g a t i o n .
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Histopathology and immunohistochemistry. A r c h i v a l f o r m a l i n � f i x e d p a r a f f i n � e m b e d d e dt u m o r b l o c k s w e r e r e t r i e v e d f r o m t h e p a t h o l o g y f i l e s o f Hospital de Clínicas Gral Josè de 

San Martín, Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutierrez”, Instituto Alexander Fleming . B C sw e r e c l a s s i f i e d a n d s t a g e d a c c o r d i n g t o W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n a n d A m e r i c a n J o i n tC o m m i t t e e o n C a n c e r [ 3 2 , 3 3 ] . H i s t o l o g i c a l g r a d i n g w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e N o t t i n g h a mm o d i f i c a t i o n o f t h e B l o o m � R i c h a r d s o n s y s t e m [ 3 4 ] .P A S � d i a s t a s e a n d A l c i a n B l u e s p e c i a l s t a i n s w e r e p e r f o r m e d f o r d i a g n o s t i c p u r p o s e s .C o n s e c u t i v e s e c t i o n s w e r e i m m u n o s t a i n e d w i t h a n t i b o d i e s t o e s t r o g e n r e c e p t o r ( E R ) , d i l u t e d1 / 2 0 0 ; p r o g e s t e r o n e r e c e p t o r ( P g R ) , d i l u t e d 1 / 2 0 0 ; c y t o k e r a t i n 5 ( C K 5 ) , d i l u t e d 1 / 1 0 0 ; T P 5 3 ,d i l u t e d 1 / 2 5 0 ; s m o o t h m u s c l e a c t i n ( S M A ) , d i l u t e d 1 / 5 0 ( a l l f r o m N o v o c a s t r a L a b o r a t o r i e sL t d . , N e w c a s t l e u p o n T y n e , U K ) ; S 1 0 0 , d i l u t e d 1 / 1 0 0 0 a n d H e r 2 / n e u H e r c e p t T e s t T M ( D a k o ,G l o s t r u p , D K ) ; P 1 6 I N K 4 A , d i l u t e d 1 : 2 0 0 ( M T M L a b o r a t o r i e s , H e i d e l b e r g , G e r m a n y ) . H e a t �i n d u c e d e p i t o p e r e t r i e v a l w a s p e r f o r m e d u s i n g w a t e r b a t h ( T r i s / E D T A b u f f e r ) a n d m i c r o w a v e( c i t r a t e b u f f e r ) . S l i d e s w e r e i m m u n o s t a i n e d u s i n g D a k o A u t o s t a i n e r P l u s ( D a k o , G l o s t r u p ,D K ) . D e t e c t i o n w a s a c c o m p l i s h e d w i t h m o u s e n o n � a v i d i n � b i o t i n E n V i s i o n + p o l y m e r ( D a k o ) .I m m u n o s t a i n e d s l i d e s w e r e e v a l u a t e d b y t w o o f t h e a u t h o r s ( A . M . , S . M ) . R e s u l t s w e r er e c o r d e d a s p e r c e n t a g e s o f i m m u n o r e a c t i v e c e l l s . O n l y n u c l e a r r e a c t i v i t y w a s t a k e n i n t oa c c o u n t f o r E R , P g R , P 1 6 I N K 4 A , a n d T P 5 3 . F o r C K 5 , S 1 0 0 a n d S M A c y t o p l a s m i c s t a i n i n gw a s c o n s i d e r e d . T h e i m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g w a s c l a s s i f i e d a s n e g a t i v e( i m m u n o r e a c t i v i t y i n 0 � 1 0 % o f t h e n e o p l a s t i c c e l l s ) , o r p o s i t i v e ( i m m u n o r e a c t i v i t y i n > 1 0 %o f t h e n e o p l a s t i c c e l l s ) . O n l y m o d e r a t e t o i n t e n s e a n d c o m p l e t e m e m b r a n e s t a i n i n g i n > 1 0 %o f t h e t u m o r c e l l s w a s t a k e n a s e v i d e n c e o f H e r 2 / n e u o v e r e x p r e s s i o n ( 2 + a n d 3 + s c o r e s ) .A r c h i v a l p o s i t i v e c a s e s f o r e a c h m a r k e r w e r e c h o s e n f r o m t h e P a t h o l o g i c a l A n a t o m y f i l e s o ft h e SS. Annunziata H o s p i t a l i n C h i e t i a n d u s e d a s p o s i t i v e e x t e r n a l c o n t r o l s , w h e r e a s n o r m a l
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d u c t a l o r l o b u l a r e p i t h e l i u m i n t h e t u m o r b l o c k s s e r v e d a s i n t e r n a l p o s i t i v e ( E R , P R , C K 5 ,S M A ) o r n e g a t i v e ( T P 5 3 , H e r 2 / n e u , P 1 6 I N K 4 A , S 1 0 0 ) c o n t r o l s .
Germline mutation analysis. G e n o m i c D N A w a s i s o l a t e d f r o m b l o o d u s i n g e i t h e r t h es a l t i n g ü o u t m e t h o d ( c a s e A 9 ü 1 5 y ) o r t h e Q I A a m p D N A B l o o d M i n i K i t ( Q I A G E N I n c ,C h a t s w o r t h , C A ) . P r o t e i n t r u n c a t i o n t e s t ( P T T ) , d e n a t u r i n g h i g h p e r f o r m a n c e l i q u i dc h r o m a t o g r a p h y ( D H P L C ) a n d d i r e c t s e q u e n c i n g w e r e u s e d f o r m u t a t i o n d e t e c t i o n .

BRCA1e x o n 1 1 a n d
BRCA2

e x o n s 1 0 ü 1 1 w e r e s c r e e n e d b y P T T a s d e s c r i b e d [ 3 5 ] . T h e e n t i r e
BRCA1a n d

BRCA2
c o d i n g s e q u e n c e s , i n c l u d i n g i n t r o n ü e x o n b o u n d a r i e s , a s w e l l a s

TP53
e x o n s 4 ü 1 0[ 3 6 ] w e r e a n a l y z e d b y D H P L C u s i n g t h e W a v e ® N u c l e i c A c i d F r a g m e n t A n a l y s i s S y s t e m( T r a n s g e n o m i c I n c . , S a n J o s e , C A ) . P r i m e r s f o r e x o n s 2 ü 2 4 o f

BRCA1
, 2 ü 2 7 o f

BRCA2
a n d 4 ü1 0 o f

TP53
w e r e a s r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e [ 3 7 ü 3 9 ] . D H P L C c o n d i t i o n s w e r e a d a p t e d b a s e do n m a n u f a c t u r e r ’ s s o f t w a r e a n d l i t e r a t u r e [ 3 7 , 3 8 ] . S a m p l e s t h a t s h o w e d P T T s h i f t s o r a l t e r e dD H P L C p r o f i l e s w e r e d i r e c t l y s e q u e n c e d u s i n g a n A B I P R I S M T M 3 1 0 g e n e t i c a n a l y z e r( A p p l i e d B i o s y s t e m s , F o s t e r C i t y , C A ) . V a r i a n t s n o m e n c l a t u r e f o l l o w s t h e g u i d e l i n e s o f t h eH u m a n G e n o m e V a r i a t i o n S o c i e t y ( H G V S ) . V a r i a n t s w e r e c o n f i r m e d o n r e p l i c a t e b l o o da l i q u o t s . V i r t u a l a n a l y s e s o f f u n c t i o n a l c o m p a t i b i l i t y f o r a m i n o a c i d c h a n g e s w e r e p e r f o r m e du s i n g S I F T v e r s i o n 2 (

http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html
) [ 4 0 ] . P r e d i c t i o n s o f s e q u e n c ec h a n g e s o n s p l i c i n g w e r e o b t a i n e d u s i n g t h e E S E F i n d e r s o f t w a r e [ 4 1 ] .S o m a t i c

TP53
m u t a t i o n s a n d H P V 1 6 / 1 8 s e q u e n c e s . F o r m a l i n ü f i x e d , p a r a f f i n ü e m b e d d e d B Cb l o c k s w e r e r e t r i e v a b l e f o r 4 / 5 c a s e s . F o r c a s e A 9 ü 1 5 y , b l o c k s f r o m b o t h p r i m a r y a n dm e t a s t a t i c B C w e r e r e t r i e v e d . T u m o r a r e a s w e r e i d e n t i f i e d o n d e p a r a f f i n i z e d 1 0 ü

o
m ü t h i c ks e c t i o n s l i g h t l y c o u n t e r s t a i n e d w i t h h e m a t o x y l i n , m i c r o d i s s e c t e d f o r D N A e x t r a c t i o n a sp r e v i o u s l y r e p o r t e d [ 4 2 ] a n d a n a l y s e d f o r m u t a t i o n s i n e x o n s 5 ü 8 o f

TP53
[ 4 3 ] . A m p l i f i c a t i o no f a 1 4 7 b p

d
ü a c t i n g e n e f r a g m e n t s e r v e d a s a c o n t r o l f o r D N A q u a l i t y .

http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html
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T h e p r e s e n c e o f H P V 1 6 / 1 8
E6

s e q u e n c e s ( g e n e b a n k a c c e s s i o n n u m b e r s K 0 2 7 1 8 a n dA Y 2 6 2 2 8 2 r e s p e c t i v e l y ) [ 4 4 ] w a s e v a l u a t e d b y n e s t e d P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n ( P C R )u s i n g t w o s e t s o f h i g h l y C s p e c i f i c p r i m e r s d e s i g n e d o n B L A S T d a t a b a s e a l i g n m e n t s(
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

) [ 4 4 ] a n d c o n f i r m e d b y s e q u e n c i n g . P r i m e r s a n d P C Rc o n d i t i o n s a r e r e p o r t e d i n T a b l e S 1 , p r o v i d e d a s s u p p l e m e n t a r y o n l i n e m a t e r i a l . T h e s a m ep r i m e r s e t s w e r e u s e d t o s e a r c h f o r H P V 1 6 / 1 8
E6

s e q u e n c e s i n t h e p e r i p h e r a l b l o o d o f c a s e sa n d c o n t r o l s . D i l u t e d D N A s e x t r a c t e d f r o m H P V 1 6 C p o s i t i v e c e r v i c a l T h i n P r e p s ( P A P T E S TP r e s e r v C y t S o l u t i o n ) w e r e u s e d a s p o s i t i v e c o n t r o l s f o r H P V 1 6 . D N A ( 1
o

g ) f r o m H e L ac e l l s , w h i c h c o n t a i n 1 0 C 5 0 i n t e g r a t e d H P V 1 8 c o p i e s , w a s d i l u t e d 1 : 1 0 0 a n d u s e d a s p o s i t i v ec o n t r o l f o r H P V 1 8 . T o a v o i d c o n t a m i n a t i o n s , p o s i t i v e c o n t r o l a m p l i f i c a t i o n s a n d a n a l y s e s o fa l l a m p l i f i e d p r o d u c t s w e r e s t r i c t l y p e r f o r m e d i n a l a b o r a t o r y l o c a t e d i n a b u i l d i n g d i s t i n c tf r o m t h a t u s e d f o r t h e m a n i p u l a t i o n o f t e s t s a m p l e s .
Results 

 T a b l e 1 s u m m a r i z e s t h e i n d i v i d u a l , c l i n i c a l a n d p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s
 

o f t h e 5 j B C c a s e s .T h e f o u r c a s e s f o r w h i c h p a r a f f i n C e m b e d d e d t u m o r b l o c k s c o u l d b e r e t r i e v e d w e r e r e v i e w e dp a t h o l o g i c a l l y a n d c h a r a c t e r i z e d f o r m o l e c u l a r s u b t y p e b y i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y .
 F o r c a s eA 9 C 1 5 y t h e t u m o r c o n s i s t e d o f n e s t s o f n e o p l a s t i c c e l l s , s o m e t i m e s w i t h s i g n e t C r i n ga p p e a r a n c e , w h i c h s h o w e d r a t h e r p l e o m o r p h i c n u c l e u s a n d c l e a r c y t o p l a s m ( F i g u r e 1 A ) ,r e a c t i n g p o s i t i v e f o r P A S a n d , f o c a l l y , f o r A l c i a n B l u e . T h e t u m o r w a s c l a s s i f i e d a s g l y c o g e n Cr i c h b r e a s t c a r c i n o m a . T h e s a m e h i s t o t y p e w a s o b s e r v e d i n t h e o v a r i a n m e t a s t a s i s .I m m u n o h i s t o c h e m i c a l l y b o t h p r i m a r y a n d m e t a s t a t i c t u m o r c e l l s r e s u l t e d s t r o n g l y p o s i t i v e f o rp 1 6 ( I N K 4 A ) ( F i g u r e 1 B C C ) , b u t n e g a t i v e f o r C K 5 , S 1 0 0 , E R , P R , H e r 2 / n e u , T P 5 3 , a n d S M A .B a s e d o n t h e s e r e s u l t s , t h e m o l e c u l a r s u b t y p e o f t h e A 9 C 1 5 y t u m o r w a s c l a s s i f i e d a s t r i p l e

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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n e g a t i v e a n d p 1 6 ( I N K 4 A ) i p o s i t i v e [ 4 5 ] . T h e t u m o r o f t h e o t h e r a d o l e s c e n t p a t i e n t ( A 1 1 i 1 2 y )w a s c o m p o s e d o f a p r e d o m i n a n t i n v a s i v e c o m p o n e n t w i t h p a p i l l a r y , c r i b r i f o r m a n dm i c r o c y s t i c p a t t e r n s ( F i g u r e 1 D ) . G l a n d s a n d m i c r o c y s t i c s p a c e s c o n t a i n e d a b u n d a n t p i n ks e c r e t i o n w i t h v a c u o l a t e d a p p e a r a n c e , p o s i t i v e w i t h P A S a n d A l c i a n B l u e . T h e t u m o r w a sc l a s s i f i e d a s s e c r e t o r y b r e a s t c a r c i n o m a . T h e i m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g s h o w e d s t r o n ga n d d i f f u s e r e a c t i o n s f o r C K 5 a n d S 1 0 0 ( F i g u r e 1 E ) . A c l e a r i m m u n o r e a c t i o n f o rp 1 6 ( I N K 4 A ) w a s s e e n i n t h e i n t r a d u c t a l c o m p o n e n t a n d i n f o c a l i n v a s i v e a r e a s w i t hc r i b r i f o r m p a t t e r n ( F i g u r e 1 F ) . T h e t u m o r r e s u l t e d n e g a t i v e f o r E R , P R , H e r 2 / n e u , T P 5 3 , a n dS M A . A c c o r d i n g l y , t h e m o l e c u l a r s u b t y p e o f t h e A 1 1 i 1 2 y t u m o r w a s c l a s s i f i e d a s b a s a l a n dp 1 6 ( I N K 4 A ) i p o s i t i v e [ 4 5 ] . T h e o t h e r 2 c a s e s , A 1 7 i 2 5 y a n d A 1 8 i 2 1 y , o c c u r r e d i n y o u n gw o m e n a g e d 2 5 a n d 2 1 y e a r s a t d i a g n o s i s . T h e t u m o r o f c a s e A 1 7 i 2 5 y w a s c l a s s i f i e d a s d u c t a li n f i l t r a t i n g b r e a s t c a r c i n o m a a n d w a s p o s i t i v e f o r p 1 6 , E R , P R a n d H e r 2 / n e u ( 2 + )A c c o r d i n g l y , t h i s t u m o r w a s c l a s s i f i e d a s l u m i n a l B , p 1 6 ( I N K 4 A ) i p o s i t i v e , w i t h r e g a r d t om o l e c u l a r s u b t y p e [ 4 5 ] .T h e t u m o r o f c a s e A 1 8 i 2 1 y w a s c l a s s i f i e d a s l o b u l a r c a r c i n o m a a n d , b e i n g p o s i t i v e f o r E R ,P R a n d a n d H e r 2 / n e u n e g a t i v e w a s c l a s s i f i e d a s l u m i n a l A . C a s e A 3 1 i 2 1 y , f o r w h i c h p a r a f f i ne m b e d d e d b l o c k s w e r e n o t a v a i l a b l e , w a s r e p o r t e d a s a n i n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a i n t h em e d i c a l r e c o r d s .G e r m i l i n e m u t a t i o n a l a n a l y s i s i d e n t i f i e d 9 s y n o n y m o u s o r i n t r o n i c
BRCA1

v a r i a n t s i n t h e 5t e s t e d c a s e s a n d a t o t a l o f 6
BRCA2

v a r i a n t s i n 4 / 5 c a s e s ( T a b l e 2 ) . A l l d e t e c t e d
BRCA1 v a r i a n t s a r e l i s t e d i n t h e B r e a s t C a n c e r I n f o r m a t i o n C o r e ( B I C ) d a t a b a s e( h t t p : / / r e s e a r c h . n h g r i . n i h . g o v / b i c / ) a s p o l y m o r p h i s m s . I m p o r t a n t l y , o n e o f t h e
BRCA2 v a r i a n t s , f o u n d i n A 3 1 i 2 1 y , n o t a b l y w i t h n o r e p o r t e d c a n c e r f a m i l y h i s t o r y , w a s a m i s s e n s em u t a t i o n l i s t e d i n B I C a s u n c l a s s i f i e d ( p . I l e 2 4 9 0 T h r ) . T h i s m u t a t i o n w a s n o t d e t e c t e d i n 1 0 0c h r o m o s o m e s f r o m 5 0 A r g e n t i n e a n c o n t r o l s . V i r t u a l a n a l y s i s o f f u n c t i o n a l c o m p a t i b i l i t y b y
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S I F T v e r s i o n 2 (
http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html

) p r e d i c t s t h a t t h e a m i n o a c i d c h a n g ea f f e c t s p r o t e i n f u n c t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e E S E F i n d e r s o f t w a r e [ 4 1 ] p r e d i c t s t h a t t h e s e q u e n c ec h a n g e a f f e c t s s p l i c i n g b y i n c r e a s i n g a f f i n i t y f o r t h e S F 2 / A S F a n d S R p 4 0 f a c t o r s , r e q u i r e d f o re f f i c i e n t s p l i c e s i t e u s a g e . L a c k o f f r e s h b l o o d f o r R N A a n a l y s i s d i d n o t a l l o w v e r i f i c a t i o n o ft h e s e E S E F i n d e r p r e d i c t i o n s . T h e o t h e r
BRCA2

v a r i a n t s ( T a b l e 2 ) w e r e o f n o p a t h o l o g i c a lr e l e v a n c e . S e a r c h f o r l a r g e r e a r r a n g e m e n t s w i t h i n
BRCA1/2

c o u l d n o t b e p e r f o r m e d d u e t ol a c k o f s u f f i c i e n t h i g h Á q u a l i t y g e n o m i c D N A a n d u n a v a i l a b i l i t y o f a d d i t i o n a l b l o o d s a m p l e s ,p a r t i c u l a r l y f o r c a s e A 9 Á 1 5 y , w h o d i e d s h o r t l y a f t e r b l o o d s a m p l i n g . H o w e v e r A 9 Á 1 5 y w a sh e t e r o z y g o u s f o r o n e
BRCA1

p o l y m o r p h i s m ; A 1 1 Á 1 2 y f o r 3 p o l y m o r p h i s m s i n
BRCA1

a n d 4i n
BRCA2

; A 1 8 Á 2 1 y f o r 1 p o l y m o r p h i s m i n
BRCA1

a n d 2 i n
BRCA2

( T a b l e 2 ) .N o d e l e t e r i o u s g e r m l i n e m u t a t i o n s w e r e f o u n d i n
TP53

e x o n s 4 Á 1 0 , w h i c h a r e k n o w n t oh a r b o u r g e r m l i n e m u t a t i o n s r e s p o n s i b l e f o r t h e L i Á F r a u m e n i a n d L i Á F r a u m e n i Á l i k e s y n d r o m e s ,r a r e g e n e t i c d i s o r d e r s t h a t g r e a t l y i n c r e a s e t h e r i s k o f d e v e l o p i n g v a r i o u s c a n c e r s , m o s tn o t a b l y B C , a t a y o u n g a g e [ 2 1 ] . H o w e v e r , A 3 1 Á 2 1 y ( w h i c h w a s p o s i t i v e f o r a p r o b a b l yp a t h o g e n e t i c
BRCA2

m i s s e n s e m u t a t i o n ) c a r r i e d a n e w
TP53

i n t r o n i c v a r i a n t ( I V S 1 0 + 3 0A > T ) , n o t p r e d i c t e d b y E S E f i d e r t o a f f e c t s p l i c i n g . T h i s
TP53

v a r i a n t w a s n o t d e t e c t e d i n 5 0A r g e n t i n e a n c o n t r o l s . F u r t h e r m o r e 4 / 5 c a s e s , i n c l u d i n g t h e t w o a d o l e s c e n t s , r e s u l t e d A r g / A r gh o m o z y g o u s a t c o d o n 7 2 i n t h e p r o l i n e Á r i c h d o m a i n o f T P 5 3 , a p o l y m o r p h i s m t h a t c o u l di n f l u e n c e B C r i s k [ 4 6 ] . T h e r e m a i n i n g c a s e ( A 1 8 Á 2 1 y ) w a s A r g / P r o h e t e r o z y g o u s . A n a l y s i s o ft u m o r D N A f r o m t h e 4 c a s e s w i t h a v a i l a b l e B C t i s s u e b l o c k s d i d n o t r e v e a l t u m o r Á a s s o c i a t e d
TP53 

m u t a t i o n s i n e x o n s 5 Á 8 , w h i c h e n c o d e t h e T P 5 3 D N A Á b i n d i n g d o m a i n , w h e r e m o s t o fs u c h m u t a t i o n s o c c u r [ 3 6 ] .M o s t i n t e r e s t i n g l y , t h e H P V 1 6 Á s p e c i f i c
E6

s e q u e n c e w a s a m p l i f i e d f r o m t h e p r i m a r y B C o f3 / 5 c a s e s , i n c l u d i n g A 9 Á 1 5 y , A 1 1 Á 1 2 y a n d A 1 7 Á 2 5 y , t h e l a t t e r w i t h B C d i a g n o s e d a f t e rp r e g n a n c y a n d l a c t a t i o n . M o r e o v e r H P V 1 8 Á s p e c i f i c
E6

w a s a l s o a m p l i f i e d f r o m t h e A 9 Á 1 5 y
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p r i m a r y t u m o r . N o t a b l y , t h e A 9 ê 1 5 y o v a r i a n m e t a s t a s i s r e s u l t e d p o s i t i v e f o r H P V 1 6 / 1 8
E6

.F u r t h e r m o r e t h e r e l e v a n t H P V
E6

s e q u e n c e s w e r e r e t r i e v e d f r o m p e r i p h e r a l b l o o d o f t h e t w oc a s e s w i t h s t a g e I V d i s e a s e ,
i.e.

, A 9 ê 1 5 y a n d A 1 7 ê 2 5 y ( F i g u r e 2 ) . B l o o d s a m p l e s f r o m A 1 1 ê1 2 y , w i t h H P V ê p o s i t i v e s t a g e I I B C , a n d f r o m A 1 8 ê 2 1 y , w i t h H P V ê n e g a t i v e s t a g e I B C , d i dn o t y i e l d H P V
E6

s e q u e n c e s . H P V 1 6 / 1 8
E6

s e q u e n c e s w e r e n o t r e t r i e v e d f r o m 5 0 c o n t r o lb l o o d s a m p l e s .T h e h i g h ê r i s k H P V o n c o p r o t e i n s E 6 a n d E 7 p r o m o t e c a r c i n o g e n e s i s b y i n t e r f e r i n g w i t h t w ok e y t u m o r s u p p r e s s o r p r o t e i n s [ 4 7 ] . W h i l e E 6 b i n d s T P 5 3 , p r o m o t i n g i t s d e g r a d a t i o n , E 7s e q u e s t e r s p R b , l e a d i n g t o c o m p e n s a t o r y o v e r e x p r e s s i o n o f t h e c y c l i n ê d e p e n d e n t k i n a s e ê 4i n h i b i t o r p 1 6 ( I N K 4 A ) . T h u s , p 1 6 ( I N K 4 A ) i s s t r o n g l y e x p r e s s e d i n H P V ê a s s o c i a t e d c a n c e r s o ft h e u t e r i n e c e r v i x [ 4 8 ê 5 0 ] . I n t h e 3 H P V ê p o s i t i v e c a s e s , t h e r e t r i e v a l o f
E6

s e q u e n c e s b y P C Rw a s f u l l y c o n s i s t e n t w i t h t h e i m m u n o h i s t o c h e m i c a l e v i d e n c e o f p 1 6 ( I N K 4 A ) e x p r e s s i o n( F i g u r e 1 ) . N o t a b l y i n c a s e A 9 ê 1 5 y b o t h t h e p r i m a r y B C a n d i t s o v a r i a n m e t a s t a s i s w e r e
E6

êp o s i t i v e a n d s h o w e d s t r o n g p 1 6 ( I N K 4 A ) i m m u n o s t a i n i n g ( F i g u r e 1 B ê C ) , w h i l e n op 1 6 ( I N K 4 A ) s t a i n i n g w a s o b s e r v e d i n A 1 8 ê 2 1 y , n e g a t i v e f o r H P V
E6

.I n s u m m a r y , e v i d e n c e o f a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n h i g h ê r i s k H P V i n f e c t i o n a n d j B C w a so b t a i n e d f o r t w o E R / P R / H e r 2 / n e u ê n e g a t i v e a n d p 1 6 ( I N K 4 A ) ê p o s i t i v e j B C c a s e s i n p o s t êm e n a r c h a l a d o l e s c e n t s , o f w h i c h o n e c l a s s i f i e d a s a g l y c o g e n ê r i c h b r e a s t c a r c i n o m a , t h e o t h e ra s a s e c r e t o r y c a r c i n o m a , a n d f o r a n E R / P R / H e r 2 / n e u / p 1 6 ( I N K 4 A ) ê p o s i t i v e d u c t a l c a r c i n o m aw h i c h m a n i f e s t e d a f t e r p r e g n a n c y a n d p r o l o n g e d l a c t a t i o n a t a g e 2 5 y e a r s . A g e r m l i n em i s s e n s e m u t a t i o n i n
BRCA2, 

m o s t p r o b a b l y o f p a t h o g e n e t i c r e l e v a n c e , w a s a s s o c i a t e d w i t h aj B C t h a t m a n i f e s t e d i n a 2 1 ê y e a r ê o l d p a t i e n t , 4 y e a r s a f t e r a n e a r l y f u l l ê t e r m p r e g n a n c y . I n t h i sl a t t e r c a s e t h e t u m o r w a s r e p o r t e d a s i n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a , b u t p a t h o p h e n o t y p e a n dt u m o r ê a s s o c i a t e d g e n e t i c a l t e r a t i o n s c o u l d n o t b e v e r i f i e d ( d u e t o l a c k o f p a r a f f i n ê e m b e d d e db l o c k s ) .
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Discussion W e a n a l y s e d a s e r i e s o f 5 j B C c a s e s s e l e c t e d , b a s e d o n d i a g n o s i s w i t h i n 2 5 y e a r s o f a g e ,a m o n g t h e p r e + m e n o p a u s a l B C p a t i e n t s r e f e r r e d f o r
BRCA1/2

g e n e t i c a n a l y s i s a s a p u b l i ch e a l t h s e r v i c e i n t h e c i t y o f B u e n o s A i r e s b e t w e e n 2 0 0 0 a n d 2 0 0 8 . N o t a b l y t h i s s e r i e si n c l u d e d t h e o n l y t w o B C + a f f e c t e d a d o l e s c e n t g i r l s ( r e s p e c t i v e l y 1 2 + a n d 1 5 + y e a r + o l d a td i a g n o s i s ) i n t h e r e c o r d s o f
Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutierrez”

, o n e o f t h e m a j o rp e d i a t r i c h o s p i t a l s i n A r g e n t i n a . B o t h a d o l e s c e n t s r e p o r t e d m e n a r c h e a t 1 1 y e a r s o f a g e . T h eo t h e r 3 c a s e s w e r e r e s p e c t i v e l y 2 1 + , 2 1 + a n d 2 5 + y e a r + o l d a t B C d i a g n o s i s a n d c o m p r i s e d t w op a t i e n t s , 2 1 + a n d 2 5 + y e a r + o l d , d i a g n o s e d w i t h B C 4 a n d 2 y e a r s a f t e r a f u l l + t e r m p r e g n a n c y .T h u s f o u r o u t o f t h e s e f i v e j B C c a s e s b e c a m e c l i n i c a l l y m a n i f e s t a f t e r m e n a r c h e o r p r e g n a n c y ,s u g g e s t i n g a p r o m o t i n g r o l e o f s e x h o r m o n e s [ 1 4 ] .T h e p r i m a r y t u m o r a n d t h e m a t c h e d m e t a s t a s i s o f A 9 + 1 5 y w e r e c l a s s i f i e d a s g l y c o g e n + r i c hb r e a s t c a r c i n o m a , a r a r e h i s t o l o g i c a l B C v a r i a n t , n o t p r e v i o u s l y a s s o c i a t e d w i t h j u v e n i l e o n s e t ,a n d u s u a l l y r e p o r t e d t o h a v e p o o r p r o g n o s i s [ 5 1 ] . T h i s h i s t o t y p e m a y m a n i f e s t w i t h d i f f e r e n tm o l e c u l a r s u b t y p e s , i n t h i s c a s e t r i p l e n e g a t i v e a n d p 1 6 ( I N K 4 A ) + p o s i t i v e .
 

T h e p r i m a r y t u m o ro f A 1 1 + 1 2 y w a s c l a s s i f i e d a s s e c r e t o r y b r e a s t c a r c i n o m a . T h i s i s a l s o a r a r e B C s u b t y p e ,f r e q u e n t l y f o u n d i n y o u n g f e m a l e s a n d p r e v i o u s l y r e p o r t e d i n a 1 2 + y e a r + o l d g i r l , i na s s o c i a t i o n w i t h j u v e n i l e p a p i l l o m a t o s i s o f t h e b r e a s t , a c o n d i t i o n r e l a t e d t o j B C r i s k , n o td o c u m e n t e d i n A 1 1 + 1 2 y [ 5 2 + 5 4 ] . T h i s t u m o r w a s a s s i g n e d t o t h e b a s a l m o l e c u l a r s u b t y p e , a n dw a s a l s o p 1 6 ( I N K 4 A ) + p o s i t i v e . T h e t u m o r o f A 1 7 + 2 5 y w a s c l a s s i f i e d a s i n f i l t r a t i n g d u c t a lc a r c i n o m a o f l u m i n a l B s u b t y p e , w i t h p 1 6 ( I N K 4 A ) r e a c t i v i t y . T h e t u m o r o f A 1 8 + 2 1 ym a n i f e s t e d i n a n u l l i p a r o u s y o u n g w o m a n a n d w a s c l a s s i f i e d a s l o b u l a r c a r c i n o m a , a h i s t o t y p em o r e f r e q u e n t l y s e e n i n p o s t m e n o p a u s a l p a t i e n t s . T h i s t u m o r r e s u l t e d o f l u m i n a l A s u b t y p e ,a n d w a s p 1 6 ( I N K 4 A ) + n e g a t i v e . A s s t a t e d b e f o r e , t h e p r i m a r y t u m o r o f c a s e A 3 1 + 2 1 y , w h i c h
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m a n i f e s t e d a f t e r p r e g n a n c y , w a s o r i g i n a l l y d i a g n o s e d a s i n f i l t r a t i n g d u c t a l c a r c i n o m a , b u tu n a v a i l a b i l i t y o f p a r a f f i n X e m b e d d e d b l o c k s d i d n o t a l l o w f u r t h e r s t u d y . O v e r a l l , t h e s e d a t ah i g h l i g h t t h e b r o a d p a t h o l o g i c s p e c t r u m a n d t h e b i o l o g i c a l h e t e r o g e n e i t y o f j B C . I n f a c t , t h e 4c a s e s f o r w h i c h p a r a f f i n b l o c k s w e r e a v a i l a b l e p r e s e n t e d w i t h 4 d i f f e r e n t h i s t o t y p e s , i n c l u d i n g2 r a r e h i s t o t y p e s ,
i.e.

, g l y c o g e n X r i c h a n d s e c r e t o r y B C , i n t h e a d o l e s c e n t s , a n d 2 c o m m o nh i s t o t y p e s ,
i.e.

, i n f i l t r a t i n g d u c t a l a n d i n f i l t r a t i n g l o b u l a r c a r c i n o m a , i n t h e y o u n g w o m e n . T h em o l e c u l a r s u b t y p e s w e r e a l s o h e t e r o g e n e o u s , i n c l u d i n g t r i p l e n e g a t i v e , b a s a l , l u m i n a l B , a n dl u m i n a l A . H o w e v e r , 3 / 4 c a s e s f o r w h i c h p a r a f f i n X e m b e d d e d t u m o r b l o c k s w e r e a v a i l a b l er e s u l t e d p o s i t i v e f o r p 1 6 ( I N K A 4 ) , a c y c l i n X d e p e n d e n t k i n a s e X 4 i n h i b i t o r e x p r e s s e d i n al i m i t e d r a n g e o f n o r m a l t i s s u e s a n d t u m o r s , r e g a r d e d a s a s u r r o g a t e m a r k e r o f t h e p r e s e n c e o fh i g h X r i s k H P V s [ 5 0 , 5 5 ] .O n l y t h e t w o a d o l e s c e n t p a t i e n t s r e p o r t e d c a n c e r f a m i l y h i s t o r y , i n b o t h c a s e s e a r l y o n s e to v a r i a n c a n c e r o n t h e m a t e r n a l s i d e , i n A 9 X 1 5 y a l s o c o l o r e c t a l c a n c e r i n t h e f a t h e r . T h i s c o u l ds u g g e s t a r o l e o f g e r m l i n e m u t a t i o n s i n c a n c e r X p r e d i s p o s i n g g e n e s , p a r t i c u l a r l y
BRCA1/2

.H o w e v e r , t h e r e a r e n o d a t a i n t h e l i t e r a t u r e o n
BRCA1/2

g e r m l i n e m u t a t i o n s a s s o c i a t e d w i t hB C i n c h i l d h o o d a n d a d o l e s c e n c e , a l t h o u g h o t h e r t u m o r t y p e s w e r e r e p o r t e d [ 1 7 ] , a n d n om u t a t i o n s w e r e i d e n t i f i e d i n t h e s e c a s e s a f t e r s c a n n i n g t h e e n t i r e
BRCA1/2 

c o d i n g s e q u e n c e s .S u c h n e g a t i v e r e s u l t s s h o u l d b e i n t e r p r e t e d w i t h c a u t i o n , a s t h e s c r e e n i n g t e c h n i q u e s u s e d ,a l t h o u g h h i g h l y s e n s i t i v e f o r p o i n t m u t a t i o n s a n d s m a l l i n s e r t i o n s / d e l e t i o n s , d o n o t d e t e c tg e n o m i c r e a r r a n g e m e n t s , m u t a t i o n s i n r e g u l a t o r y s e q u e n c e s a n d e p i g e n e t i c a l t e r a t i o n s , k n o w nt o b e r e s p o n s i b l e f o r a f r a c t i o n o f B R C A 1 / 2 X r e l a t e d t u m o r s [ 5 6 X 5 8 ] . L a c k o f e v i d e n c e f o r
BRCA1/2

m u t a t i o n s w a s c o n s i s t e n t w i t h t h e f a c t t h a t g l y c o g e n X r i c h a n d s e c r e t o r y c a r c i n o m a sw e r e n o t r e p o r t e d i n
BRCA1/2

m u t a t i o n c a r r i e r s , a l t h o u g h i t i s k n o w n t h a t
BRCA1

X a s s o c i a t e dB C s a r e f r e q u e n t l y o f t r i p l e n e g a t i v e o r b a s a l s u b t y p e [ 5 9 ] . T h e o t h e r t h r e e p a t i e n t s d i d n o tr e p o r t c a n c e r f a m i l y h i s t o r y a n d d i d n o t r e s u l t p o s i t i v e f o r p a t h o g e n i c g e r m l i n e m u t a t i o n s i n



1 6

BRCA1 . H o w e v e r , w e i d e n t i f i e d a m i s s e n s e g e r m l i n e BRCA2 m u t a t i o n , p . I l e 2 4 9 0 T h r , i n A 1 8 �2 1 y , d i a g n o s e d w i t h s t a g e I I B C f o u r y e a r s a f t e r a n e a r l y f u l l � t e r m p r e g n a n c y . BRCA2p . I l e 2 4 9 0 T h r , p r e d i c t e d t o a f f e c t p r o t e i n f u n c t i o n , i s l i s t e d a s u n c l a s s i f i e d i n B I C , a n d w a sr e p o r t e d i n m o r e t h a n 7 0 i n d i v i d u a l s o f L a t i n A m e r i c a n a n c e s t r y , a f f e c t e d a n d u n a f f e c t e d w i t hB C , a n d , a s c o m p o u n d h e t e r o z y g o t e , i n a F a n c o n i a n e m i a c a s e o f L a t i n A m e r i c a n o r i g i nd i a g n o s e d w i t h m e d u l l o b l a s t o m a a t 2 . 5 y e a r s o f a g e [ 6 0 ] . I t i s i m p o r t a n t t o s t r e s s t h a t BRCA2i s k n o w n t o b e i m p l i c a t e d i n j B C , a s BRCA2
6 1 7 4 d e l T , a m u t a t i o n f r e q u e n t i n A s h k e n a z iJ e w s , w a s r e p o r t e d i n a 2 0 � y e a r o l d B C p a t i e n t [ 6 0 , 1 7 ] . H e r e w e r e p o r t a n o t h e r e x t r a o r d i n a r i l ye a r l y m a n i f e s t a t i o n o f BRCA2

� a s s o c i a t e d B C , p a r t i c u l a r l y i n t e r e s t i n g i n v i e w o f i t sr e l a t i o n s h i p w i t h a n e a r l y f u l l � t e r m p r e g n a n c y . I n t h i s r e g a r d , t h e r o l e o f p a r i t y a n d a g e a t f i r s tf u l l � t e r m p r e g n a n c y a s p o s s i b l e B C r i s k f a c t o r s i n BRCA1/2 m u t a t i o n c a r r i e r s i s c u r r e n t l yd e b a t e d [ 6 1 � 6 5 ] .B C i s o n e o f t h e c a n c e r s m o s t o f t e n a s s o c i a t e d w i t h t h e L i � F r a u m e n i a n d L i � F r a u m e n i � l i k es y n d r o m e s , r a r e g e n e t i c d i s o r d e r s d u e t o g e r m l i n e TP53 m u t a t i o n s , w h i c h g r e a t l y i n c r e a s e t h er i s k o f d e v e l o p i n g m u l t i p l e c a n c e r s b e g i n n i n g i n c h i l d h o o d [ 2 2 ] . H o w e v e r , t o o u r k n o w l e d g e ,B C i n c h i l d r e n a n d a d o l e s c e n t s i s n o t d o c u m e n t e d i n L i � F r a u m e n i a n d L i � F r a u m e n i � l i k ef a m i l i e s [ 2 2 ] . F u r t h e r m o r e n o n e o f t h e c a s e s i n t h e p r e s e n t l y d e s c r i b e d j B C s e r i e s r e p o r t e d af a m i l y h i s t o r y c o n s i s t e n t w i t h t h e s e s y n d r o m e s . T h i s w a s i n a g r e e m e n t w i t h t h e f a c t t h a t n op a t h o g e n e t i c m u t a t i o n s w e r e i d e n t i f i e d i n TP53 e x o n s 4 � 1 0 , w h e r e L i � F r a u m e n i s y n d r o m e �a s s o c i a t e d m u t a t i o n s a r e g e n e r a l l y d e t e c t e d . T h e n e w i n t r o n i c TP53 v a r i a n t I V S 1 0 + 3 0 A > T ,n o t p r e d i c t e d t o a f f e c t m R N A s p l i c i n g , i s u n l i k e l y t o b e o f p a t h o g e n i c r e l e v a n c e , a n d w a sd e t e c t e d i n t h e BRCA2 c a r r i e r . N o n e t h e l e s s , q u i t e r e m a r k a b l y , 4 / 5 c a s e s , i n c l u d i n g A 9 � 1 5 y ,A 1 1 � 1 2 y , a n d A 1 7 � 2 5 y , r e s u l t e d A r g / A r g h o m o z y g o u s a t t h e c o m m o n C > G p o l y m o r p h i s m a t
TP53 c o d o n 7 2 . T h i s p o l y m o r p h i s m i s f u n c t i o n a l l y s i g n i f i c a n t [ 6 6 ] . I n f a c t , t h e A r g 7 2i s o f o r m a p p e a r s t o b e m o r e e f f i c i e n t a t i n d u c i n g a p o p t o s i s , w h i l e t h e P r o 7 2 i s o f o r m m a y w o r k
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b e t t e r a t i n d u c i n g G 1 a r r e s t [ 6 7 ] . S u c h f u n c t i o n a l d i f f e r e n c e s m a y i n f l u e n c e c a n c e r r i s kf o l l o w i n g e x p o s u r e t o s p e c i f i c c a r c i n o g e n s [ 6 8 ] . I n p a r t i c u l a r , A r g / A r g h o m o z y g o s i t y w a sa s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d r i s k o f H P V Ý r e l a t e d c e r v i c a l c a n c e r [ 6 9 Ý 7 0 ] .S o m a t i c t u m o r Ý a s s o c i a t e d m u t a t i o n s i n
TP53

e x o n s 5 Ý 8 , e n c o d i n g t h e D N A Ý b i n d i n g r e g i o n o ft h e p r o t e i n , a r e f o u n d i n a b o u t 2 1 % o f a l l B C c a s e s [ 2 2 Ý 7 1 ] . I n t h i s s t u d y , n o m u t a t i o n s w e r ed e t e c t e d i n t h e 4 j B C c a s e s f o r w h i c h t u m o r s e c t i o n s w e r e a v a i l a b l e . T h i s w a s c o n s i s t e n t w i t hl a c k o f T P 5 3 p r o t e i n o v e r e x p r e s s i o n a n d n u c l e a r a c c u m u l a t i o n , a s a s s e s s e d b yi m m u n o h i s t o c h e m i s t r y .O f a b o u t 2 0 0 H P V g e n o t y p e s i d e n t i f i e d t o d a t e , a p p r o x i m a t e l y 4 0 a r e k n o w n t o b e a s s o c i a t e dw i t h g e n i t a l i n f e c t i o n s , a n d a b o u t 3 0 , a m o n g w h i c h m o s t n o t a b l y H P V 1 6 a n d H P V 1 8 , a r ei m p l i c a t e d i n t h e e t i o l o g y o f g e n i t a l c a n c e r s , m o s t n o t a b l y c e r v i c a l c a r c i n o m a , w h e r e h i g h Ýr i s k H P V s w e r e r e t r i e v e d i n m o r e t h a n 9 9 % o f t h e c a s e s s t u d i e d [ 7 2 ] . C o Ý i n f e c t i o n w i t h H P V Ý1 6 a n d 1 8 c o m m o n l y o c c u r s i n c e r v i c a l c a n c e r [ 2 4 ] . C a n c e r Ý r e l a t e d H P V 1 6 i n t e g r a t i o n s u p Ýr e g u l a t e H P V
E6

a n d
E7

, e s s e n t i a l f o r H P V Ý i n d u c e d m a l i g n a n t t r a n s f o r m a t i o n a n d n e v e r l o s td u r i n g c a n c e r p r o g r e s s i o n [ 7 3 ] . E 7 t r i g g e r s e x c e s s i v e c e l l c y c l i n g b y i n a c t i v a t i o n o f p R b , a n dE 6 s e q u e s t e r s T P 5 3 , w h i c h p r o m o t e s e s c a p e f r o m a p o p t o s i s a n d a c c u m u l a t i o n o f s e c o n d a r ym u t a t i o n s [ 7 3 Ý 7 5 ] .H i g h Ý r i s k H P V s e q u e n c e s w e r e d e t e c t e d i n s i g n i f i c a n t f r a c t i o n s o f a g e Ý u n s e l e c t e d B C s f r o md i f f e r e n t a r e a s o f t h e w o r l d . I n S o u t h A m e r i c a , H P V 1 6 / 1 8 D N A w a s d e t e c t e d i n a b o u t 2 5 %o f t h e c a s e s i n a B r a z i l i a n B C s e r i e s [ 2 6 ] . N o t a b l y , t h e H P V Ý p o s i t i v e B C c a s e s w e r e r e p o r t e dt o b e s i g n i f i c a n t l y y o u n g e r t h a n t h e H P V Ý n e g a t i v e c a s e s [ 7 6 ] , l e s s E R Ý p o s i t i v e , m o r ep r o l i f e r a t i v e a n d o f h i g h e r g r a d e [ 7 6 ] . W e r e t r i e v e d t u m o r Ý a s s o c i a t e d
E6

s e q u e n c e s o f H P V s1 6 i n 3 / 4 j B C c a s e s w h o s e t u m o r s c o u l d b e t e s t e d , i n c l u d i n g t h e g l y c o g e n Ý r i c h a n d t h es e c r e t o r y c a r c i n o m a s o f A 9 Ý 1 5 y a n d A 1 1 Ý 1 2 y , d i a g n o s e d a f t e r m e n a r c h e , a n d t h e i n f i l t r a t i n gd u c t a l c a r c i n o m a o f A 1 7 Ý 2 5 y , d i a g n o s e d a f t e r p r e g n a n c y a n d l a c t a t i o n . T o g e t h e r w i t h H P V
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E6 w a s r e t r i e v e d f r o m b o t h t h e p r i m a r y a n d t h e m e t a s t a t i c t u m o r o f A 9 �1 5 y . T h i s s t u d y p r o v i d e s t h e f i r s t e v i d e n c e o f a s s o c i a t i o n s b e t w e e n h i g h � r i s k H P V s a n d v e r yr a r e B C h i s t o t y p e s i n a d o l e s c e n t s . N o t a b l y , i n t h e H P V � p o s i t i v e p a t i e n t s w i t h s t a g e I Vd i s e a s e , i . e . , A 9 � 1 5 y a n d A 1 7 � 2 5 y , H P V E6 s e q u e n c e s w e r e a l s o a m p l i f i e d f r o m p e r i p h e r a lb l o o d . T h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e H P V E6 s e q u e n c e s d e r i v e d f r o m l a t e n t g e n i t a l i n f e c t i o n s i sr e m o t e , s i n c e H P V D N A i s f o u n d o n l y i n t h e b l o o d o f p a t i e n t s a f f e c t e d w i t h h i g h s t a g ec e r v i c a l c a r c i n o m a [ 7 7 ] . I n t h e p r e s e n t s t u d y n o H P V � a s s o c i a t e d g e n i t a l l e s i o n s w e r ed o c u m e n t e d . F u r t h e r m o r e , H P V p o s i t i v i t y w a s c o n s i s t e n t w i t h t h e e x p r e s s i o n o f p 1 6 ( I N K 4 A )i n t h e p r i m a r y t u m o r s o f A 9 � 1 5 y , A 1 1 � 1 2 y , a n d A 1 7 � 2 5 y , a n d i n t h e H P V � p o s i t i v e m e t a s t a s i so f A 9 � 1 5 y . E x p r e s s i o n o f p 1 6 ( I N K 4 A ) c o u l d b e i n t e r p r e t e d a s a n a t t e m p t t o c o m p e n s a t e f o rp R b l o s s a s i n o t h e r H P V � a s s o c i a t e d c a n c e r s [ 7 8 � 8 1 ] .D a t a o n a m u r i n e m o d e l s h o w t h e i m p o r t a n c e o f t h e s y n e r g y b e t w e e n e s t r o g e n a n d H P V E6i n d u c e d T P 5 3 i n s u f f i c i e n c y f o r c a r c i n o g e n e s i s i n h o r m o n e � r e s p o n s i v e m a m m a r y a n d u t e r i n ee p i t h e l i a [ 8 2 ] . I n t e r e s t i n g l y , i n t h i s m o d e l , t h e E 6 � i n d u c e d m a m m a r y t u m o r s w e r e o f m i x e dc e l l t y p e s , s u g g e s t i v e o f o r i g i n f r o m m u l t i p o t e n t p r o g e n i t o r s . I n t h i s r e s p e c t t h e h i s t o l o g i c a la n d m o l e c u l a r h e t e r o g e n e i t y o f j B C , c o n f i r m e d i n t h e p r e s e n t s t u d y , p a r t i c u l a r l y f o r t h e 3H P V � a s s o c i a t e d c a s e s , w o u l d b e i n a g r e e m e n t w i t h t h e m u r i n e m o d e l i n s u g g e s t i n g o r i g i n sf r o m t r a n s f o r m e d m a m m a r y s t e m / p r o g e n i t o r c e l l s [ 8 2 ] . T h e l o n g l a t e n t p h a s e o f H P Vi n f e c t i o n p o s e s d i f f i c u l t i e s f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e p o s s i b l e m o d a l i t i e s o f m a m m a r yi n f e c t i o n . S e x u a l t r a n s m i s s i o n i s w e l l e s t a b l i s h e d , b u t i n f e c t i o n t h r o u g h o t h e r r o u t e s c o u l d b ef r e q u e n t e a r l y i n l i f e . N o n � s e x u a l p o s t � n a t a l i n f e c t i o n w i t h H P V s o f g e n i t a l o r i g i n i s p o s s i b l e .V e r t i c a l t r a n s m i s s i o n i s q u i t e r a r e , d e s p i t e a r e l a t i v e l y h i g h p o s i t i v i t y r a t e i n t h e m a t e r n a lc e r v i x , b u t c o n t a m i n a t i o n o f t h e n i p p l e a r e a c o u l d o c c u r d u r i n g v a g i n a l d e l i v e r y . T h i s c o u l dr e s u l t i n e a r l y i n f e c t i o n o f m a m m a r y e p i t h e l i a .
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Conclusions J B C i s r a r e a n d t h e i d e n t i t i e s a n d r o l e s o f t h e h e r e d i t a r y a n d e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a tc o n t r i b u t e t o i t s e t i o l o g y a r e s t i l l d e b a t e d . W e e x a m i n e d a s m a l l b u t h i g h l y s e l e c t e d s e r i e s o f 5j B C c a s e s , w h i c h m o s t n o t a b l y i n c l u d e d t w o a d o l e s c e n t s . T h e t u m o r s s h o w e d r e m a r k a b l eh i s t o l o g i c a l a n d m o l e c u l a r h e t e r o g e n e i t y , b u t 3 / 5 c a s e s e x p r e s s e d p 1 6 ( I N K 4 A ) , a m a r k e r o fH P V i n f e c t i o n . T h e s e 3 c a s e s , w h i c h i n c l u d e d t h e t w o a d o l e s c e n t s a n d a 2 5 Z y e a r Z o l d w i t h B Cd i a g n o s e d a f t e r p r e g n a n c y a n d l a c t a t i o n , r e s u l t e d p o s i t i v e f o r H P V 1 6
E6

s e q u e n c e s a n d , i no n e o f t h e t w o a d o l e s c e n t s , a l s o f o r H P V 1 8
E6

. N o g e r m l i n e m u t a t i o n s i n t h e
BRCA1

a n d
TP53

g e n e s w e r e d e t e c t e d , b u t 4 o f 5 c a s e s w e r e A r g / A r g h o m o z y g o u s a t
TP53

c o d o n 7 2 , ap o l y m o r p h i s m w h i c h m a y i n f l u e n c e H P V Z r e l a t e d c a n c e r r i s k . A g e r m l i n e m u t a t i o n i n
BRCA2w a s f o u n d i n a 2 1 Z y e a r Z o l d w i t h H P V Z n e g a t i v e j B C d i a g n o s e d a f t e r p r e g n a n c y . T h e s ef i n d i n g s s u g g e s t t h a t p u b e r t y Z a n d p r e g n a n c y Z r e l a t e d h o r m o n a l c h a n g e s c o n c u r i n p r o m o t i n ge x t r a o r d i n a r i l y e a r l y B C o n s e t i n m a m m a r y e p i t h e l i a l a t e n t l y i n f e c t e d w i t h h i g h Z r i s k H P V sa n d / o r i n c a r r i e r s o f g e r m l i n e m u t a t i o n s i n

BRCA2
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Figure Legends 

Figure 1. Histological and immunohistochemical character istics of the breast tumors 

from the two adolescent patients. 
T h e p r i m a r y t u m o r o f c a s e A 9 � 1 5 y , c l a s s i f i e d a sg l y c o g e n � r i c h b r e a s t c a r c i n o m a w i t h t r i p l e n e g a t i v e s u b t y p e o n t h e b a s i s o f m o r p h o l o g y ,s p e c i a l s t a i n s a n d i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , c o n s i s t e d o f n e s t s o f r o u n d i s h o r p o l y g o n a ln e o p l a s t i c c e l l s w i t h l a r g e c l e a r c y t o p l a s m , s o m e t i m e s s h o w i n g a s i g n e t r i n g � l i k e m o r p h o l o g y( P a n e l s A , B ) . S t r o n g a n d d i f f u s e p 1 6 ( I N K 4 A ) i m m u n o r e a c t i v i t y w a s o b s e r v e d i n b o t h t h ep r i m a r y t u m o r ( P a n e l B ) a n d t h e a s s o c i a t e d o v a r i a n m e t a s t a s i s , w h i c h s h o w e d t h e s a m eh i s t o t y p e ( P a n e l C ) . T h e t u m o r o f A 1 1 � 1 2 y , c l a s s i f i e d a s s e c r e t o r y b r e a s t c a r c i n o m a w i t hb a s a l s u b t y p e o n t h e b a s i s o f m o r p h o l o g y , s p e c i a l s t a i n s a n d i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y , s h o w e da p r e d o m i n a n t l y i n v a s i v e c o m p o n e n t w i t h p a p i l l a r y , c r i b r i f o r m a n d m i c r o c y s t i c p a t t e r n s( P a n e l D ) , a n d w a s s t r o n g l y a n d d i f f u s e l y p o s i t i v e f o r S 1 0 0 ( P a n e l E ) a n d C K 5 ( n o t s h o w n ) .T h e i n t r a d u c t a l c o m p o n e n t a n d f o c a l i n v a s i v e a r e a s s t r o n g l y i m m u n o r e a c t e d f o r p 1 6 ( I N K 4 A )( P a n e l F ) .

Figure 2. Electrophoretical and sequence analyses of HPV E6 PCR products. 
P a n e l s Aa n d B s h o w H P V 1 6 ( A ) a n d 1 8 ( B )

E6
s e q u e n c e s a m p l i f i e d f r o m t h e p r i m a r y t u m o r s ( A 1 8 T ,A 1 7 T , A 1 1 T , A 9 T ) a n d f r o m t h e u n i q u e o v a r i a n m e t a s t a s i s ( A 9 M ) , w h e r e t h e b a n d sc o r r e s p o n d i n g t o t h e e x p e c t e d

E6
f r a g m e n t s w e r e o b t a i n e d f r o m b o t h t h e p r i m a r y t u m o r a n dt h e o v a r i a n m e t a s t a s i s o f A 9 � 1 5 y ( f o r b o t h H P V 1 6 a n d 1 8 ) , a n d f r o m t h e t u m o r s o f A 1 1 � 1 2 ya n d A 1 7 � 2 5 y ( f o r H P V 1 6 o n l y ) , w h i l e A 1 8 � 2 1 y r e s u l t e d H P V

E6
n e g a t i v e . P a n e l C s h o w s

く
�a c t i n a m p l i f i c a t i o n , u s e d a s a c o n t r o l f o r D N A e x t r a c t e d f r o m p a r a f f i n � e m b e d d e d t u m o rs a m p l e s . P a n e l D e x e m p l i f i e s t h e H P V 1 6

E6
s e q u e n c e o b t a i n e d f r o m t h e p r i m a r y t u m o r o fA 9 � 1 5 y .
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P a n e l s E a n d F s h o w r e s u l t s o b t a i n e d f o r H P V 1 6 ( E ) a n d 1 8 ( F )
E6 

s e q u e n c e s
 

a m p l i f i e d f r o mp e r i p h e r a l b l o o d , w h e r e o n l y c a s e s A 9 G 1 5 y ( H P V 1 6 a n d 1 8 ) a n d A 1 7 G 2 5 y ( H P V 1 6 ) , b o t h a ta d v a n c e d s t a g e , r e s u l t e d p o s i t i v e . C a s e s A 1 8 G 2 1 y a n d A 3 1 G 2 1 y r e s u l t e d n e g a t i v e f o r H P V 1 6
E6

i n b l o o d ( n o t e t h a t t h e t u m o r f r o m A 3 1 G 2 1 y w a s n o t a v a i l a b l e f o r s t u d y ) . P a n e l Ge x e m p l i f i e s t h e H P V 1 8
E6

s e q u e n c e o b t a i n e d f r o m t h e p e r i p h e r a l b l o o d o f A 9 G 1 5 y .



 
 

 

 

Case 
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Stage 
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(INKA4) 

 

TP53 

 

CK5 

 

S100

 

ER 

 

 

PR 
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neu 

 

A9-15y
1
 

 

Yes 

 

GRC 

 

IV 

 

G2 

 

+ 

 

+ 

 

- 
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- 

 

- 

 

ND 

 

- 

 

- 
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A11-12y
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SC 

 

II 

 

G1 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

- 

 

A17-25y 

 

 

No 

 

IDC 

 

IV 

 

G2 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

ND 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

 

A18-21y 

 

 

No 

 

ILC 

 

I 

 

G2 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

- 

 

- 

 

- 

 

ND 

 

+ 

 

 

+ 

 

- 

A31-21y 

 

No IDC II NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

 

Table 1. Clinicopathological and immunohistochemical features of 5 juvenile breast cancer  cases 

*As reported by the patient; 
1
 mother: ovary, father: colon; 

2
 maternal aunt: ovary. 

(ND, not done; NA, not available; GRC, glycogen-rich breast carcinoma; SC, secretory carcinoma; IDC, infiltrating ductal carcinoma; ILC, 

infiltrating lobular carcinoma). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Case 

BRCA1 BRCA2 

Mutation Effect Type Status Mutation Effect Type Status

A9-y15 c.1067A>G p.Gln356Arg   M P - - - - 

A11-y12

c.442-34C - IVS7 P c.426-89T>C - IVS4 P 

c.4308C>T p.Ser1436Ser  Syn P c.426+67A>C - IVS4 Novel

c.548-58delT - IVS8 P c.7435+53C>T - IVS14 P 

c.5152+66G>A - IVS18 P 
- - 

- - 

A17-y25

c.4308C>T p.Ser1436Ser  Syn P 
- - 

- - 

c.548-58delT - IVS8 P 
- - 

- - 

c.5152+66G>A - IVS18 P 
- - 

- - 

A18-y21

c.442-34T>C - IVS7 P c.681+56C>T - IVS8 P 

- - - - c.7242A>G p.Ser2414Ser Syn P 

A31-y21 - - - - c.7469T>C p.Ile2490Thr M UV 

Table 2. Germline BRCA1 and BRCA2 var iants identified in 5 juvenile breast cancer  cases. 

(P, polymorphism; Syn, synonymous; IVS, intron variant sequence; M, missense; UV, unverified variant). 
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