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INTRODUCTION

Contexte

Les femmes porteuses d'une mutation constitutionnelle dans les génes BRCA1 ou
BRCAZ (appelées ci-aprés “femmes BRCA1/2”) ont un risque élevé de développer un
cancer du sein et/ou des ovaires au cours de leur vie [1-4]. D’apres I'une des plus
larges études prospectives publiées récemment, le risque cumulé de cancer du sein a
80 ans est estimé a 72% (IC95% 65-79) pour les femmes BRCA1, a 69% (1C95% 61-
77) pour les femmes BRCAZ2 [5]. Toujours dans cette étude récente et de grande
ampleur, le risque cumulé de cancer ovarien a 80 ans était estimé a 44% (1C95% 36-
53) pour BRCA1 et 17% pour BRCAZ2.

En plus d’'un risque de cancer mammaire et ovarien élevé au cours de leur vie, les
femmes BRCA1/2 ont un risque significativement plus élevé de développer un cancer
précoce du sein ou des ovaires, avant 40 ans pour le cancer du sein et avant 50 ans
pour le cancer des ovaires [6-8]. Ce risque augmenté de cancer précoce n’est pas
identique entre BRCA1 et BRCAZ2 : il est significativement plus important pour les
femmes BRCA1. Le risque de cancer du sein entre 30 et 39 ans pour une femme
BRCA1 est 33 fois supérieur a celui d'une femme du méme &ge de la population
générale (IC95% du risque relatif : 23-49) [9]. De méme, le risque relatif de cancer des
ovaires entre 40 et 49 ans pour une femme BRCA1 s’éléve a 68 (IC95% 42-111),
comparativement au risque de cancer des ovaires d'une femme du méme &age de la
population générale [9]. Pour les femmes BRCAZ2, les risques relatifs correspondants
sont de 16 (IC95% 9,3-29) pour le cancer du sein entre 30 et 39 ans et de 6,3 (IC95%
1,4-28) pour le cancer des ovaires entre 40 et 49 ans [9].

Ainsi, la prise en charge des femmes BRCA1/2 requiert des mesures de dépistage et
de prévention spécifiques. Selon les recommandations frangaises de I'Institut National
du Cancer, deux options de prise en charge du risque mammaire peuvent leur étre
proposeées a partir de 'dge de 30 ans : soit un dépistage du cancer du sein par IRM
mammaire et mammographie selon une incidence unique chaque année, soit une
chirurgie prophylactique de type mastectomie bilatérale [10]. Selon ces mémes
recommandations, la seule mesure de prévention tumorale ovarienne efficace consiste
en 'ablation bilatérale préventive des trompes et des ovaires, dés I'age de 40 ans pour
BRCA1/2 et pouvant étre différée a 45 ans pour BRCAZ2.



Le référentiel francais de prise en charge préventive pour les femmes BRCA1/2 est
similaire en de nombreux points aux autres recommandations internationales. La
principale variation entre les différentes recommandations réside dans I'age de début
de mise en place des mesures de prévention.

Une estimation fiable des risques de cancer du sein et des ovaires pour chaque classe
d’age est un élément indispensable dans I'élaboration des stratégies de prévention. En
particulier, I'estimation du risque des cancers trés précoces, définis dans ce travail par
un age de survenue inférieur ou égal a 30 ans pour le cancer du sein et inférieur ou
égal a 40 ans pour le cancer des ovaires (dénommeés ci-aprés “trés précoces”), est
critique. En effet, de cette estimation découle la détermination de I'dge optimal du début

de dépistage du cancer par imagerie.

Risque de cancer du sein trés précoce survenu avant 30 ans chez les femmes
BRCA1/2

En 2003, dans une analyse combinée impliquant 8139 patients cas-index, sélectionnés
indépendamment d’'une agrégation de cas de cancers dans leur famille, I'incidence
annuelle du cancer du sein était estimée a 0,02% entre 20 et 24 ans et a 0,11% entre
25 et 29 ans pour les femmes BRCA1. Les chiffres correspondants pour BRCAZ2 étaient
0,02% et 0,12%. L’incidence cumulée du cancer du sein avant 30 ans était donc
estimée a 0,65% pour les femmes BRCA1 et 0,70% pour BRCAZ2 [9].

Dans une méta-analyse de Chen et Parmigiani (incluant 10 études, compilant 18 432
familles dont 1296 individus porteurs d’'une mutation BRCA1 et 621 individus BRCA2),
I'estimation du risque moyen de développer un cancer du sein avant 30 ans pour une
jeune femme de 20 ans BRCA1/2 non atteinte de cancer était de 1,8% (IC95% 1,4-2,2)
pour BRCA1 et de 1% (IC95% 0,78-1,4) pour BRCAZ2 [11].

Plus recemment, Kuchenbaecker et al. ont publié la plus grande étude prospective
épidémiologique a ce jour, impliquant 9856 femmes BRCA1/2, principalement recrutées
au sein de familles multiplex (c’est-a-dire agrégeant plusieurs cas de cancers du sein
et/ou des ovaires) [5]. Les estimations d’incidence et de risque de cancer tres précoce
rapportées sont nettement supérieures aux précédentes données habituellement prises
en compte : I'incidence cumulée du cancer du sein entre 21 et 30 ans était estimée a
5,9% (1C95% 3,4-10,1), avec un risque cumulé a 30 ans de 4% (IC95% 2-7) pour
BRCA1. Les chiffres correspondants pour BRCAZ étaient de 4,8% (IC95% 2,0-11,5) et
4% (1C95% 2-9). Aucun événement avant 20 ans n’avait été observé quel que soit le

géne impliqué [5].



Au total, les estimations de l'incidence cumulée du cancer trés précoce du sein survenu
avant 30 ans s’étendent a ce jour de 0,65% a 5,9% pour les femmes BRCA1 et de 0,7%
a 4,8% pour les femmes BRCAZ2.

Risque de cancer des ovaires tres précoce survenu avant 40 ans chez les
femmes BRCA1/2

Les principales estimations disponibles concernant la survenue d’'un cancer des ovaires
avant I'age de 40 ans sont issues des mémes études, citées ci-dessus.

Ainsi, dans I'étude combinée d’Antoniou et al. de 2003, I'incidence annuelle du cancer
des ovaires chez les femmes BRCA1 était estimée a 0,001% entre 20 et 24 ans,
0,002% entre 25 et 29 ans, 0,18% entre 30 et 34 ans et 0,28% entre 35 et 39 ans. Pour
les femmes BRCAZ2, les estimations correspondantes étaient 0,001%, 0,002%, 0,004%
et 0,01% [9]. Soit une incidence cumulée du cancer des ovaires entre 20 et 39 ans
estimée a 2,315% pour les femmes BRCA1 et 0,085% pour les femmes BRCAZ2.

Le risque moyen pour une jeune femme BRCA1/2 de développer un cancer des ovaires
avant I'age de 40 ans était estimé a 3,2% (IC95% 2,3-5,1) pour BRCA1 et a 0,7%
(IC95% 0,37-1,5) pour BRCAZ selon la méta-analyse de Chen et Parmigiani de 2007
[11].

Enfin, dans I'étude prospective de Kuchenbaecker et al. de 2017, l'incidence cumulée
du cancer des ovaires entre 31 et 40 ans était estimée a 1,8% (1C95% 1,0-3,4) avec un
risque cumulé a 40 ans de 2% (IC95% 2-3) pour les femmes BRCA1 [5]. Les données
correspondantes pour BRCAZ2 étaient de 0,3% (IC95% 0,1-2,4) et 0% (IC95% 0-2).
Aucun cancer des ovaires n’‘avait été observé avant I'dge de 30 ans quel que soit le
géne impliqué.

Ainsi, les estimations de lincidence cumulée du cancer tres précoce des ovaires
survenu avant 40 ans s’étendent a ce jour de 1,8% a 2,3% pour les femmes BRCAT et
de 0,09% a 0,3% pour les femmes BRCAZ2. Notons que cet intervalle inclut seulement
les incidences cumulées : le risque moyen modélisé par Chen et Parmigiani n’est pas
pris en compte pour maintenir une cohérence statistique et une homogénéité des unités

de mesure [11].



Comparatif des recommandations internationales de prise en charge des
femmes BRCA1/2

Pour les femmes BRCA1/2 , il est préconisé de débuter systématiquement le dépistage
du cancer du sein par imagerie des I'dge de 25 ans selon les recommandations
européennes (European Society for Medical Oncology - ESMO) et américaines
(National Comprehensive Cancer Network - NCCN) et a partir de 'dge de 30 ans selon
les recommandations frangaises (Institut National du Cancer - INCa) et anglaises
(National Institute for Health and Care Excellence - NICE) [10, 12—-14].

Il existe un consensus sur I'utilisation de I'IRM mammaire réalisée annuellement comme
moyen de dépistage du cancer du sein chez ces femmes, a laquelle doit s’associer une
mammographie concomitante a partir de I'age de 30 ans.

Il existe également un consensus sur le fait que la chirurgie préventive de type
mastectomie bilatérale prophylactique est une option qui peut étre discutée avec les
patientes BRCA1/2. Cependant, selon les recommandations frangaises actuelles, elle
ne devrait pas étre réalisée avant 30 ans, dans le cas général [10].

Il est admis, dans la plupart des recommandations internationales, qu’en cas
d’antécédents familiaux de cancer mammaire précoce voire trés précoce, le dépistage
mammaire par IRM mammaire annuelle devrait étre débuté plus t6t : 5 a 10 ans avant
'age du cancer le plus précoce dans la famille. Cependant, peu de publications sont
disponibles pour étayer cette pratique qui repose sur I'hypothése d’un risque de cancer
plus précoce lorsqu’il existe déja un antécédent familial de ce type [15, 16].

Concernant le risque de cancer ovarien, les recommandations préconisent un examen
clinique gynécologique pelvien annuel (tant qu'une chirurgie tubo-ovarienne préventive
n'a pas été réalisée) et la réalisation d’'une chirurgie de réduction du risque de type
ovariectomie et salpingectomie bilatérales prophylactiques (OSBP) entre I'dge de 35 et
40 ans (recommandations NCCN et ESMO), a I'dge de 40 ans pour les femmes
BRCA1/2, pouvant étre differée a 45 ans pour les femmes BRCAZ selon les
recommandations frangaises (INCa) [10, 12, 13].

Age de début des mesures de prévention mammaire et ovarienne et
adaptation en fonction des antécédents familiaux

Certaines des recommandations pour la prise en charge préventive des femmes
BRCA1/2, telles que les recommandations nationales frangaises et anglaises actuelles
(INCa Avril 2017 et NICE Janvier 2018), ont considéré que les cancers trés précoces du

sein (avant 30 ans) et des ovaires (avant 40 ans) étaient des événements suffisamment
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rares chez les femmes BRCA1/2 pour ne pas débuter systématiquement un dépistage
mammaire par imagerie avant 30 ans et pour ne pas réaliser une OSBP avant 'dge de
40 ans, sauf antécédents familiaux particulierement précoces [10, 14].

Quel que soit I'age (25 ou 30 ans) auquel est recommandé de débuter une prévention
mammaire active par imagerie et/ou chirurgie prophylactique, la plupart des référentiels
de prise en charge pour les femmes BRCA1/2 préconisent de le moduler en fonction de
I'age du cas de cancer du sein le plus précoce dans la famille. En pratique, il est admis
de débuter les mesures de prévention actives 5 a 10 ans avant I'age du cas familial le
plus précoce.

Cette pratique clinique consensuelle suppose que I'age du cas le plus précoce de
cancer du sein dans la famille soit un marqueur prédictif pertinent du risque de
récurrence intra-familiale d’un cancer du sein trés précoce, ce qui n’est pas clairement
démontré [5, 9, 15-17].

Notons qu’indépendamment du cadre des recommandations médicales nationales, une
jeune femme indemne de cancer porteuse d’une mutation BRCA1/2 dont au moins l'une
des proches apparentées a développé un cancer trés précoce est trés souvent
favorable a débuter son programme de prévention du cancer précocement, pour des
raisons psychologiques évidentes.

Mais cette approche empirique émane plus d’un raisonnement de sens commun et
appuyé par des arguments d’ordre psychologique que sur des données scientifiques
établies.

Influence des antécédents familiaux sur le risque de cancer du sein et des
ovaires dans les familles BRCA1/2

Plusieurs tentatives ont été entreprises pour comprendre et quantifier l'influence des
antécédents familiaux sur le risque de cancer des femmes BRCA1/2. Elles ont conduit a
des constats en partie contradictoires.

Antoniou et al. ont rapporté une augmentation significative du risque de cancer du sein
au cours de la vie dans les familles BRCA1 dont le cas-index a présenté un cancer du
sein précoce survenu avant 35 ans (Risque Relatif 2,2 ; IC95%1,4-3,3 ; P = 0,015) [9].
Cependant, il n'a pas été retrouvé d’effet significatif de I'age du diagnostic du cas-index
ni sur le risque de cancer des ovaires dans les familles BRCA1 ni sur les risques de
cancer mammaire et ovarien dans les familles BRCAZ2 [9].

En 2008, une étude portant sur 181 femmes BRCA1/2 a montré que plus le diagnostic

de cancer du sein était précoce chez le cas-index, plus le risque de cancer du sein au
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cours de la vie était élevé chez les apparentées, en particulier si le cancer du sein du
cas-index survenait avant 35 ans [18].

Metcalfe et al. ont exploré dans quelle mesure les antécédents familiaux de cancer du
sein et/ou des ovaires modifiaient le risque de ces cancers chez les femmes BRCA1/2,
en s’intéressant au nombre par famille d’apparentées affectées par un cancer du sein
avant 50 ans et au degré de parenté qui les reliait [17]. |l a ainsi été estimé que pour les
femmes BRCAT1, le risque de cancer du sein était multiplié par 1,2 pour chaque
apparentée du 1° degré (mére, fille ou soeur) atteinte de cancer du sein avant 50 ans.
La portée de ce résultat est cependant affaiblie par le fait que l'intervalle de confiance
du Hazard Ratio associé inclut 1 (HR = 1,21 ; IC95% 0,94-1,57). Il a également été
estimé que le risque de cancer ovarien pour les femmes BRCA1 augmentait d'un
facteur 1,6 pour chaque diagnostic de cancer des ovaires chez une apparentée du 1%
ou du 2°™ degré (tante, niéce, petite-fille ou grand-meére) (HR = 1,61 ; IC95% 1,21-
2,14). Pour les femmes BRCAZ2, le nombre d’apparentées au 1er degré atteintes d’'un
cancer du sein avant 50 ans impactait significativement le risque de cancer du sein
(d’un facteur 1,7) mais les antécédents familiaux de cancer des ovaires n’influaient pas
sur le risque de cancer ni mammaire ni ovarien [17].

Récemment, Kuchenbaecker et al. ont confirmé que le risque de cancer du sein des
femmes BRCA1/2 augmentait avec le nombre d’apparentées du 1% et du 2°™ degré
atteintes de cancer du sein (HR = 1,99 pour 2 apparentées atteintes et plus versus pas
d’apparentée atteinte ; IC95% 1,41-2,82 ; P<0,001 pour BRCA1 et HR = 1,91 ; 1IC95%
1,08-3,37; P = 0,02 pour BRCA?2) [5].

Tilanus-Linthorst et al. ont exploré la pertinence de prendre en compte les antécédents
familiaux, notamment 'dge du diagnostic du cancer du sein le plus précoce dans une
famille, pour adapter I'age de début de surveillance par IRM mammaire chez les
femmes BRCA1/2 [15]. Leurs résultats suggéraient que I'age de survenue d’un cancer
du sein chez une femme BRCA1/2 initialement indemne et réguliérement surveillée par
IRM, est influencé par les ages du diagnostic de cancer du sein chez ses apparentées.
Et cela dans une proportion plus importante que le fait d’appartenir au groupe a haut
risque BRCA1/2 par rapport au groupe a haut risque non muté : 14% de la variance de
I'age du diagnostic étaient expliqués par les antécédents familiaux contre seulement 7%
expliqués par I'appartenance au groupe a haut risque BRCA1/2 ou a haut risque non

muteé.



Cependant, ces résultats n'ont pas été confortés par I'étude ultérieure de Semple et al.
portant sur 1114 femmes BRCA1/2 indemnes de cancer : I'age de survenue du cancer
du sein chez les apparentées du 1°" degré n’influait pas significativement sur le risque
annuel de cancer du sein chez les femmes BRCA1 [16]. Mais chez les femmes BRCAZ,
le risque annuel de cancer du sein variait de maniére significative en fonction de la
présence d’'un cancer trés précoce (avant 30 ans) chez une apparentée (augmentation
du risque) ou de la présence d’'un cancer du sein aprés 60 ans chez une apparentée
(diminution du risque).

En résumé, les facteurs familiaux distincts de la mutation dans les génes BRCA1 ou
BRCA2 elle-méme, notamment le nombre d’apparentées au 1% et au 2°™ degré
atteintes par un cancer mammaire ou ovarien et 'dge de survenue de ces cancers,
semblent influencer I'ampleur du risque de cancer du sein et/ou des ovaires au cours de
la vie chez les femmes BRCA1/2. Néanmoins, I'influence d’'un age précoce de survenue
du cancer mammaire ou ovarien chez les apparentées au sein d’'une famille sur 'adge
auquel une femme indemne porteuse de la mutation familiale BRCA1/2 est susceptible

de développer un cancer mammaire ou ovarien n’est pas démontrée.

Les connaissances s’accroissent concernant les facteurs génétiques (corrélation
genotype-phénotype au sein des genes BRCA1/2, variants et polymorphismes présents
dans d'autres génes) et environnementaux (mode de vie, facteurs reproductifs et
exposition aux oestrogénes) qui contribuent a la variabilité de I'expression du syndrome
de prédisposition héréditaire aux cancers du sein et/ou des ovaires lié¢ a BRCA1/2, et
notamment a la variabilité inter-familiale ou intra-familiale de 'dge du diagnostic des

cancers [19-23].

Corrélations entre génotype et phénotype établies dans les génes BRCA1
et BRCA2

Depuis le début des années 2000, plusieurs régions des génes BRCA1 et BRCA2,
associées a des risques différentiels de cancer du sein et/ou des ovaires ont été
circonscrites puis progressivement complétées et affinées [23-26].

Dans le gene BRCA1, une région centrale située entre les nucléotides c.1120 et ¢.3483
est associée a un moindre risque de cancer du sein [23]. Il a également été rapporté un
moindre risque de cancer du sein associé a une région centrale située entre les
nucléotides ¢.2282 et c.4071 comparativement aux mutations situées en-dehors de

cette zone [5]. Trois régions, dénommées Breast Cancer Cluster Regions (BCCR) 1, 2
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et 2’, respectivement situées en c.179-c.505, ¢.4328-c.4945 et c.5261-c.5563, sont
associées a une augmentation du risque de cancer du sein comparativement aux
mutations situées en-dehors de ces régions (Hazard Ratio compris entre 1,34 et 1,46)
[26]. Une région dénommeée Ovarian Cancer Cluster Region (OCCR) avait été définie
au sein de BRCA1 entre les positions ¢.2282 et c.4071, associée a une augmentation
du risque de cancer des ovaires pour les mutations situées dans cette région [24]. Des
données plus récentes ont défini une région OCCR un peu plus étendue entre les
nucléotides ¢.1380 et ¢.4062 [26].

De méme pour BRCAZ2, il a été rapporté un moindre risque de cancer du sein associ€ a
une région centrale située entre les nucléotides ¢.2831 et ¢.6401 comparativement aux
mutations situées en-dehors de cette zone [5]. Trois régions, dénommées Breast
Cancer Cluster Regions (BCCR) 1, 1’ et 2, respectivement situées en c¢.1-¢.596, c.772-
c.1806 et c.7394-c.8904, sont associées a une augmentation du risque de cancer du
sein comparativement aux mutations situées en-dehors de ces régions (Hazard Ratio
compris entre 1,63 et 2,31) [26]. Une région OCCR définie au sein de BRCAZ2, entre les
positions ¢.2831 et c.6401, avait été associée a une augmentation du risque de cancer
des ovaires pour les mutations situées dans cette région [27]. Des données plus
récentes ont permis de définir deux régions OCCR1 et OCCRZ2 respectivement situées
entre les nucléotides ¢.3249 et ¢.5681 et entre c.6645 et c.7471 [26].

Peu de données sont disponibles a propos d’une corrélation entre le type de mutation
dans BRCA1/2 et le phénotype. Rebbeck et al. ont rapporté des associations de faible
ampleur mais statistiquement significatives entre certains types de mutation et 'dge
moyen de survenue des cancers [26]. Dans le géne BRCA1, les mutations induisant
une dégradation des ARN messagers médiée par la présence d'un codon-stop
prématuré (Nonsense-Mediated mRNA Decay) étaient associées a un age moyen plus
tardif du cancer du sein (de 2 ans environ). Les mutations non-sens situées dans I'exon
11 du géne étaient associées a un age moyen plus précoce de cancer du sein (40,4
ans versus 42,4 ans) et de cancer des ovaires (50,2 ans versus 52,5 ans). Dans le
géne BRCAZ2, les mutations non-sens situées dans I'exon 11 étaient associées a un
risque plus faible de cancer du sein mais a un age moyen plus précoce (43,3 ans
versus 45,8 ans).



Justification de I’étude présentée

Les données bibliographiques concernant la fréquence des cancers trés précoces du
sein et des ovaires chez les femmes BRCA1/2 ne sont pas univoques. Pourtant,
I'appréciation du risque de cancer trés précoce dans cette population est déterminante
dans [I'élaboration des stratégies de prévention spécifique a cette population et
notamment le choix de l'age de début des mesures préventives mammaire et
ovarienne. Celui-ci differe selon les recommandations appliquées actuellement aux
Etats-Unis et celles utilisées en France. Des données préliminaires issues d’une base
de données locale de l'unité d’Oncogénétique du Centre Hospitalier Universitaire de
Montpellier nous ont conduit a présumer que la fréquence des cancers trés précoces du
sein et des ovaires chez les femmes BRCA1/2 pouvait avoir été sous-estimée. Une telle
sous-estimation exposerait les femmes BRCA1/2 que nous prenons en charge a des
modalités de prévention sous-optimales.

L’objectif principal de cette étude était de confronter les données issues de notre
pratique clinique aux données de la littérature concernant la fréquence observée des
cancers trés précoces du sein et des ovaires chez les femmes BRCA1/2. Cette étude
visait également a interroger la pertinence d’adapter 'dge de début des mesures
préventives sur le critere d’'un antécédent familial de cancer précoce ou tres précoce
dans la famille en analysant 'd&ge moyen des cancers du sein et des ovaires dans les
familles comportant un cas trés précoce de cancer du sein ou de l'ovaire. Enfin, cette
étude avait pour objectif secondaire de rechercher une (ou des) corrélation(s) génotype-
phénotype entre les caractéristiques des mutations BRCA1/2 et la survenue de cancers

trés précoces du sein et/ou des ovaires.
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Introduction

BRCA1 and BRCAZ2 germline mutation carrier women (“BRCA1/2 women”) have high
lifetime risks of breast and ovarian cancers [1-4]. Early-onset breast and ovarian cancer
is a hallmark of hereditary breast and ovarian cancer syndrome related to BRCA1 and
BRCA2. BRCA1/2 women have a higher risk of early-onset breast and ovarian cancer,
especially for BRCA1 mutation carriers with a cumulative risk of early-onset breast
cancer (under 40 years) ranging from 12% to 25% and a cumulative risk of early-onset
ovarian cancer (under 50 years) ranging from 8% to 14% [5-9, 11, 28].

Reliable age-specific cancer risk estimates are key points in deciding when cancer
screening should be started and/or when risk-reduction surgery should be usefully
considered in BRCA1/2 women. The previously published studies reported meaningful
discrepant frequency data for VEO breast (defined here as diagnosed under 30 years)
and VEO ovarian (defined here as diagnosed under 40 years) cancers [5, 9, 11, 28].
According to the largest studies, cumulative incidence estimates of VEO breast cancer
between ages 20 and 29 ranged from 0.65% to 5.9% for BRCA1 women and from 0.7%
to 4.8% for BRCAZ2 [5, 9, 11, 28]. The corresponding figures for VEO ovarian cancer
between ages 20 to 39 ranged from 1.8% to 2.3% for BRCA1 and from 0.09% to 0.3%
for BRCA2.

According to international guidelines for BRCA1/2 women management and prevention,
it is advised to start breast cancer screening by breast MRI from age 25 (National
Comprehensive Cancer Network - NCCN; European Society for Medical Oncology -
ESMO) or from age 30 (National Institute for Health and Care Excellence - NICE;
National Institute of Cancer - INCa) and to consider Risk-Reducing Salpingo-
Oophorectomy (RRSO) from age 35 to 40 (NCCN; ESMO) or at age 40 (INCa), and
upon child-bearing completion [10, 12—14]. Most guidelines state that in case of family
history of early-onset or very-early-onset (VEO) (under 30) breast cancer, the age for
starting breast MRI screening should be individualized and considered earlier, 5 to 10
years before the youngest age at breast cancer diagnosis within the family.
Individualization of the starting age of prevention based on family history and the
youngest age at breast cancer diagnosis is a widespread empirical approach, mostly
based on common sense and psychological factors but data supporting a link between
early-onset cancer and the age of other cancers diagnosed within a family are weak [5,
9, 15-17]. Indeed, family-based factors other than the BRCA71/2 mutation itself,

including the number of relatives affected by breast or ovarian cancer and the age at
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diagnosis of relatives, impact the magnitude of the lifetime risks of breast and ovarian
cancers in BRCA1/2 women [5, 17, 18]. But, the influence of the young age at cancer
diagnosis of affected relatives as a relevant predictive factor of a recurrence risk of VEO
cancer within a family was not demonstrated [15, 16].

Some genotype-phenotype correlations have been identified, highlighting some regions
of BRCA1 and BRCAZ2 and types of mutation as features related to higher lifetime risk of
breast or ovarian cancer regions but are not currently used for personalization of
screening and preventive strategies [5, 23-26]. Little is known about genotypic
BRCA1/2 features which might be related to earlier onset of cancer.

This study aimed to measure the observed frequency (cumulative prevalence) of VEO
breast and ovarian cancers in BRCA1/2 women in routine clinical practice framework
and to investigate whether VEO breast and/or ovarian cancers within a BRCA1/2 family
was linked to the age at breast and/or ovarian cancer diagnosis in relatives. We
secondarily aimed to identify genotypic features related to VEO phenotype.

Patients and methods

We studied 450 consecutive families with a BRCA1/2 deleterious variant over a period

of 15 years in one center (CHU Montpellier, France).

Study population

Eligible families were identified in a local medical comprehensive database as families
including at least one individual, male or female, genetically proven to carry a BRCA1 or
BRCAZ2 mutation and referred to cancer genetics department of University Hospital of
Montpellier, France, between January 1st, 2003 and January 31st, 2019.

Eligible families were excluded if medical record of the individual referred to Montpellier
genetics department was unavailable or did not at least mention first degree relatives in
a medical pedigree (n = 2).

For wording convenience, the genetically proven BRCA1/2 mutation carrier individuals
referred to Montpellier genetics department is depicted below as ‘cases’ but could be
either a proband (first individual in a family to be proven to carry the BRCA1/2 mutation)
or an affected or unaffected relative who underwent a targeted genetic test and proved
to be a BRCA1/2 carrier.

12



Data collection

For each included family, following data were collected: BRCA1/2 mutation status
(compliant to the national laboratory standards described in Lesueur et al. [23]),
BRCA1/2 mutation characteristics (Human Genome Variation Society nomenclature
according to sequence references BRCA7: NM_007294.3 and BRCAZ2: NM_000059.3),
genetic family anonymous identification number; type and age at onset of cancer,
including breast and ovarian cancers and all other types of cancers in the case (as
defined above); family make-up with first- to fifth-degree affected and unaffected
relatives of the case, if available; cancer data of relatives (type and age at onset for
each diagnosis).

Available cancer data were ascertained through medical record validation of self-
reported cancer diagnoses.

Parents, children and siblings were defined as first-degree relatives; grandparents,
grandchildren, uncles, aunts, nephews as second-degree relatives; first cousins, great
grandparents, grand aunts, grand uncles, grand nephews as third-degree relatives;
second cousins, great grandchildren as fourth-degree relatives; third cousins, great
grand aunts and great grand uncles as fifth-degree relatives.

BRCA1/2 carrier women calculation

Total number of individuals was calculated by summing included families make-ups.
Estimation of the number of BRCA1/2 mutation carrier women among relatives in each
family was given by the following formula, accounting for the autosomal dominant
pattern of BRCA1/2 inheritance: n1 /2 +ny/4 +n3/ 8+ nys/ 16 + ns / 32, where n4, ny,
n3, Ny and ns are the number of first-, second-, third-, fourth- and fifth-degree female
relatives aged 20 years or more at latest pedigree update, within the family side proved
to carry the mutation (as previously defined [29]). If family side carrying the mutation
was not genetically proved, number of female relatives within each degree of the family
was extracted and a 0,5 coefficient was applied. By summing the estimated number of
BRCA1/2 mutation carrier female relatives in each family and the total number of female
cases, we obtained the estimated total number of BRCA1/2 mutation carrier women.
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Outcome measures and statistical analysis

Families accounting according to VEO cancer

Families including at least one woman with a breast cancer diagnosed at age 30 years
or less were accounted for ‘VEO breast cancer’ families. Conversely, families without
any woman diagnosed with breast cancer at age 30 years or less were accounted for
‘no VEO breast cancer’ families.

Likewise, families with at least one woman diagnosed with ovarian cancer at age 40
years or less and those without any VEO ovarian cancer were accounted for ‘VEO
ovarian cancer’ and ‘no VEO ovarian cancer’ families respectively.

Families which did not include any woman with VEO breast or ovarian cancer were

accounted for ‘no VEO breast cancer no VEO ovarian cancer’ families.

Cumulative prevalence

Cumulative prevalence was calculated separately for VEO breast cancer and VEO
ovarian cancer as the percentage of women diagnosed with at least one VEO cancer
among estimated number of BRCA1 or BRCAZ2 mutation carrier women.

Mean age at breast and ovarian cancer diagnosis in relatives

In each family, the average of ages at breast cancer diagnosis of affected female was
calculated under 2 distinct conditions: including the age of the VEO breast cancer and
excluding the age of the VEO breast cancer. Only the youngest age at diagnosis was
considered for women with multiple breast cancer diagnoses. Families without available
data for age at diagnosis were not included in the average calculation.

The average of these averages obtained within each family was then calculated for
‘VEO BC’ families and ‘no VEO BC’ families. A comparison of the average of averages
under the 2 distinct conditions was made using a two-sided Mann-Wilcoxon-Withney
test. For VEO ovarian cancer, the same calculations, conditions and comparison tests

were made.

Distribution of ages at breast and ovarian cancer diagnosis

Distribution of ages at youngest breast cancer diagnosis was calculated into 5-year-
spanned age groups, separately for 3 subsets of families (‘VEO breast cancer’ families,
‘no VEO breast cancer’ families and ‘all’ families), as the ratio of women diagnosed with

the cancer of interest in each age group to the total number of mutation carrier women
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of the family subset. A comparison of these distributions into 5 categories of age
(thinner for early ages and broader for older ages) was made using a Chi-squared test.

For VEO ovarian cancer, the same calculation and comparison test were made.

All measures, calculations and analyses were made for BRCA1 and BRCAZ2 separately
(and for BRCA1/2 altogether if mentioned).

All statistical analyses were performed using the SAS statistical package, version 9.2.2
(SAS Institute, Cary, NC, USA). All P-values were based on two-sided tests and were

considered statistically significant if P < 0.05.

Results

Study population

A total of 450 families were eligible and 448 families were included, totalling 11 016
individuals (cases and relatives), and 1 614 women carrying a BRCA1/2 mutation
(genetically proven female cases and estimated number of female relative mutation
carrier). Two hundred and forty-five families carried a BRCA1 mutation and 203 families
a BRCAZ2 mutation.

Family make-up headcounts ranged from 3 to 81 individuals with an average of 24.5
individuals per family (SD = 12.04) and a median of 22.0 individuals (1* quartile = 17;
3" quartile = 30). The average number of mutation carrier women within a family was
3.6 (SD = 1.4) with a median of 3.3 carrier women (1% quartile = 2.6; 3" quartile = 4.3;
minimum = 0.5; maximum = 12).

Families and patients characteristics are summarized in Table 1.

Very-Early-Onset Breast and Ovarian Cancer Families

In 78 families over the 448 included families (17.4%), at least one VEO cancer (breast

and/or ovarian cancer) was observed. Fifteen percent of BRCA7 families included a

VEO breast cancer and 8% a VEO ovarian cancer. Proportions were respectively 9%

and 2% for BRCAZ2 families (Figure 1).

In BRCA1 families, VEO breast cancer families mostly included 1 VEO breast cancer

per family (30 families; 12%) and less likely 2 (7 families; 3%) (Table 1). Ages at VEO

breast cancer diagnosis ranged from 21 to 30 years, most of these between 26 and 30

(38 women in 44 women; 86%). In BRCAZ2 families, all VEO breast cancer families
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included only 1 VEO breast cancer per family. Ages at VEO breast cancer diagnosis
ranged from 23 to 30 years, almost all of these between 26 and 30 (17 women in 19;
89%).

VEO ovarian cancer BRCA1 families included mostly 1 VEO ovarian cancer per family
(16 families; 8%). Two families involved 2 women with a VEO ovarian cancer and one
family involved 3 (for this latter, family make-up included first- to fourth-degree
relatives). Ages at VEO ovarian cancer diagnosis ranged from 21 to 40 years: 57%
between 36 and 40 years (13 women in 23), 26% between 31 and 35 and 17% under
30 years. In BRCAZ2 families, all four VEO ovarian cancer families included only 1 VEO
ovarian cancer per family as well, with 1 VEO ovarian cancer diagnosed between 36
and 40 years, 2 between 31 and 35 and 1 under 30.
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Total included families 448
Germline BRCA1/2 genetic status BRCA1 BRCA2
Number of families 245 203
Number of mutation
carrier women? 844 770
BC BC and/or OC OoC BC BC and/or OC ©E
familiest families® familiesd familiest families® familiesd
243* 201*
Number of families 222 * 107 families with 128 190 * 57 families with BC 68
All BC and i ARIOC
Total number of
OC e 617 809 192 619 707 88
regardless
of the age Nu.mber of women 542 womeé\gvgith o1 192 541 womeé:w1v:|/ith o1 88
at onset Wikalievsnty) (64%) BC and/or OC (23%) (70%) BC and/or OC (11%)
Number of women 70 41 73 18
with =2 events (%) 13% women with =1 BC 0 13% women with =1 BC 0
(13%) and 1 0OC (13%) and 1 0OC
>1VEO >1 VEO BC >1VEO >1 VEO >1VEO BC >1VEO
BC and/or =1 VEO ©E BC and/or =1 VEO ©E
families® OC familiesf families9 families® OC familiesf families9
Number of families 37 55 19 19 23 4
Number of families
with 1 VEO cancer 30 - 16 19 23 4
10 families with =2 2 families
Number of families VEO BC with 2 VEO 0 family with =2
with 7 and/or VEO OC BC 0 VEO BC 0
2 VEO cancers 1 family with2VEO 1 family with and/or VEO OC
VEO BC BC and 1 VEO OC 3VEO OC
and
Total number of
VEO OC s 45 68 23 19 23 4
Number of women
with =1 event (%) 43 66 23 % 23 o
Number of women 1 1 woman with 2 0 0 0 0
with =2 events (%) VEO BCS(n:d 1VEO

BC: Breast Cancer

OC: Ovarian Cancer

Table 1. Families and patients characteristics.
aTotal number of female individuals carrying the BRCA1/2 mutations (genetically proven and estimated).
b Families with at least one affected woman diagnosed with breast cancer.
¢ Families with at leat one affected woman diagnosed with breast cancer and/or ovarian cancer
d Families with at least one affected woman diagnosed with ovarian cancer.
eFamilies with at least one affected woman diagnosed with VEO breast cancer (age at diagnosis under 30).
fFamilies with at least one affected woman diagnosed with VEO breast cancer and/or with VEO ovarian cancer.
9Families with at least one affected woman diagnosed with VEO ovarian cancer (age at diagnosis under 40).

VEO: Very-Early-Onset
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Eligible families (2003-2018) N=450 -2 excluded

families

i (no medical data
A 4 available)

Included families N = 448
Total number of individualsa= 11 016
Total BRCA1/2 mutation carrier womenP n =1 614

I
! .

BRCAT1 families BRCAZ2 families
N = 245 N = 203

v v v v v v
>1VEO >1 VEO No VEO BC =1 VEO >1VEO No VEO BC

BC OoC no VEO OC BC oC no VEO OC
familiesc familiesd familiese familiesc familiesd familiese

15% 8% 77% 9% 2% 89%

(N = 37) (N =19 (N =190) (N=19) (N = 4) (N = 180)

Figure 1. Flowchart of study population according to BRCA1/2 status and VEO breast or
ovarian cancer.

N: number of families in each population subset.
BC: Breast Cancer OC: Ovarian Cancer  VEQO: Very-Early-Onset y.: years

aNumber of all male and female, affected and unaffected, reported individuals in included families. When the mutation
inheritance family side was known, only individuals from this inheritance family side were counted.

b Total number of female individuals carrying the BRCA1/2 mutations (genetically proven and estimated).

¢Families with at least one affected woman diagnosed with VEO breast cancer (age at diagnosis under 30).

dFamilies with at least one affected woman diagnosed with VEO ovarian cancer (age at diagnosis under 40).

€ Families without any women diagnosed with VEO BC or VEO OC.

Cumulative prevalence of VEO breast and ovarian cancers

Cumulative prevalence of VEO breast cancer was 5.09% (95%Cl 3.61-6.58) in BRCA1
mutation carrier women and 2.47% (95%CI 1.37-3.56) in BRCAZ2. The corresponding
numbers for VEO ovarian cancer were 2.73% (95%CI 1.63-3.82) and 0.52% (95%ClI

0.01-1.03) (Table 2).
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Cumulative Comparative data

prevalence (%) 95%Cl| from literature
Range of previously published
VEO BC cumulative incidence
of BC under 30 years¢
BRCA1? 5.09% (3.61 - 6.58) 0.65% - 5.90%
BRCA2» 2.47% (1.37 - 3.56) 0.7% - 4.80%
Range of previously published
VEO OC cumulative incidence
of OC under 40 years®
BRCA12 2.73% (1.63 - 3.82) 1.8% - 2.32%
BRCA2» 0.52% (0.01 - 1.03) 0.09% - 0.3%
VEO BC
and/or
VEO OC
BRCA1/2¢ 5.51% (4.40 - 6.63)
BRCA12 7.82% (6.01 - 9.63)
BRCAZP 2.99% (1.78 - 4.19)

Table 2a. Cumulative prevalence of VEO BC and VEO OC in BRCA1 and BRCAZ2
mutation carrier women (grey-shaded left panel).
Table 2b. Comparative data from literature (right panel).

VEO BC: Very-Early-Onset Breast Cancer diagnosed under 30 years BC : Breast Cancer
VEO OC: Very-Early-Onset Ovarian Cancer diagnosed under 40 years OC : Ovarian Cancer
y.: years

2. among BRCA1 mutation carrier women

b: among BRCA2 mutation carrier women

¢ among BRCAT or BRCA2 mutation carrier women

d: cumulative incidence of BC in mutation carriers between ages 20-29 from Antoniou et al. (Am. J.
Hum.Genet., 72:1117-1130, 2003) and between ages 21-30 from Kuchenbaecker et al. (JAMA, 2017,317(23):
2402-2416)

e: cumulative incidence of OC in mutation carriers between ages 20-39 from Antoniou et al. (Am. J.
Hum.Genet., 72:1117-1130, 2003) and between ages 31-40 from Kuchenbaecker et al. (JAMA, 2017,;317(23):
2402-2416)

Relationship between VEO breast or ovarian cancers and family history
Mean age at breast cancer diagnosis in women within each family was not statistically
different in VEO breast cancer families as compared to families without VEO breast
cancer after exclusion of the age of the VEO breast cancer itself, both in BRCA17 or in
BRCAZ2 families (details shown in Table 3a).

For VEO ovarian cancer, the difference when comparing the mean age at ovarian
cancer diagnosis of relatives of women with VEO ovarian and the mean age at
diagnosis in families without any VEO ovarian cancer was not statistically significant
either (details shown in Table 3b).
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BRCAT1?

Mean age at BC diagnosis* in Fam. Fam. NO VEO WmW
each family ALL BC BC (p-value)

Caleulstions N (n) 197 (398) 21 (44) 176 (354)
excluding the age at

diagnosis of the M (SD)y. | 47.63(+9.04) 47.18 (+8.51)  NSD (p=0.2101)
VEO BCTheach 47.33 50.00 4675
family if so Q25:075
(g fariiessh (Q25,Q75)  (40.50 ; 54.00) (40.00 ; 55.50) (40.75 ; 54.00)
only 1 VEO BC ornone)  prin Maxy.  [31.00 ; 80.00] 33.50 ; 80.00] (31.00 ; 75.00]
N (n) 213 (456) 37 (102) 176 (354)

Calculations s
including the age at M (#SD)y. 4557 (x9.22)  37.90(+867)  47.18(+851) (0<0.0001)
diagnosis of women - P YR T

with VEO BC if so Median y. : : :
(Q25;Q75) (38.25 ; 52.50) (30.67 ; 45.25) (40.75 ; 54.00)
Min-Maxy.  [25.00; 75.00] [25.00 ; 54.50] [31.00 ; 75.00]
BRCA2
Mean age at BC diagnosis* in Fam. Fam. NO VEO WmW
each family ALL BC BC (p-value)

Calculations N (n) 183 (432) 19 (51) 164 (381)

excluding the age at
VEO BC in each
farmily i 50 Median y. 48.20 51.50 47.71
lamongfamiliesswith (Q25Q75) (42,67 ; 54.00) (42.00 : 54.00) (42.71 ; 54.17)
only 1VEOBCornone)  nyin Maxy.  [31.00 ; 82.00] [31.00 ; 82.00] [33.00 ; 77.00]
N () 183 (451) 19 (70) 164 (381)
~ Caleulations M (+SD)y.  48.24 (+8.68) 44.12 (+8.93) 48.71 (+8.55) “** (5=0.0499)
including the age at
diagnosis of women 0 yip 47.33 45.67 47.71
with VEOBCifso (25075 250, 54.00) (34.50 ; 47.50) (42.71;54.17)
Min-Maxy.  [27.00;77.00] [27.00 ; 64.00] [33.00 ; 77.00]

*: earliest age at BC diagnosis for each woman if so

P Fam. VEO BC: Families with VEO BC

Fam. NO VEO BC: Families without any VEO BC

N (n): number of families with available data for age at first BC diagnosis in women (number of women)

Fam. ALL BC: All families, those with VEO BC and those without any VEO BC

Table 3a. Mean age at breast cancer diagnosis of relatives of women with VEO BC.

M: average of averages of age at diagnosis in each family SD: standard deviation

WmW: two-sided Wilcoxon-Mann-Withney test y.: years

Median (Q25;Q75): median (25th percentile ; 75th percentile) of averages of age at diagnosis in each family
Min-Max: Minimum and maximum averages of age at diagnosis in each family

a: among BRCAT1 mutation carrier women BC: Breast Cancer VEO: Very-Early-Onset
b: among BRCA2 mutation carrier women ***: significant difference NSD: non significant difference
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BRCAT12

Mean age at OC diagnosis in Fam. Fam. NO VEO WmW
each family ALL OC Fam. VEO OC OoC (p-value)
Gililations N (n) 108 (139) 9(11) 99 (128)
excudingthe age at (.o, 5625(:9.03)  60.37 (£9.69)  55.88(x892)  NSD (0=0.1337)
diagnosis of the
VE? QlC i‘? each Misdlisn . 55.50 63.00 55.50
i (Q25,Q75)  (49.00; 63.00) (53.00 ; 69.00) (49.00 ; 62.00)
g families with
only TVEOOCornone)  Min-Maxy.  [41.00; 90.00] [46.00 ; 73.00] [41.00 ; 90.00]
N (n) 118 (165) 19 (37) 99 (128)
~ Caleulations M (+SD)y.  53.62(£10.09) 41.84 (+7.35) 55.88 (+8.92) **% (5,<0,0001)
including the age at
diagnosis of women : 52.00 40.00 55.50
. ; Mediany. . . :
with VEO OCifso (25075 w700 60.00 (36.50 ; 47.00) (49.00 ; 62.00)
Min-Maxy.  [30.00 ; 90.00] [30.00 ; 54.50] [41.00 ; 90.00]
BRCAZ2»
Mean age at OC diagnosis in Fam. Fam. NO VEO Wmw
aach Bamily ALLOC Tl MEQEIC oc o-veliie)
Calculations N (n) 54 (67) 1 53 (66)
excluding the age at
diagnosis of the M(£SD)y.  62.29 (+10.00) 56.00 (+.) 62.41 (+10.06)  NSD (p=0.5259)
VEQIOGlnesch o any 40.50 56.00 61.00
family if so Q25:075
(among families with (Q25,Q79) (54.50; 70.00) (56.00; 56.00) (54.50 ; 70.00)
only 1TVEOOCornone)  \inMaxy.  [43.00; 83.00] [56.00 ; 56.00] [43.00 ; 83.00]
N (n) 57 (71) 4 (5) 53 (66)
~ Caleulations M(=SD)y.  60.60 (+11.79) 36.63 (+4.07) 62.41 (+10.06) **% (5.0,0001)
including the age at
diagnosis of women . 60.00 36.50 61.00
. g Mediany. - . .
with VEO OCifso Q25075 (5300, 70.00) (33.50 ; 39.75) (54.50 ; 70.00)
Min-Maxy.  [32.00; 83.00] [32.00 ; 41.50] [43.00 ; 83.00]

Table 3b. Mean age at ovarian cancer diagnosis of relatives of women with VEO OC

Fam. ALL OC: All families, those with VEO OC and those without any VEO OC
Fam. VEO OC: Families with VEO OC
Fam. NO VEO OC: Families without any VEO OC

N (n): number of families with available data for age at OC diagnosis in women (number of women)

M: average of averages of age at diagnosis in each family

WmW: two-sided Wilcoxon-Mann-Withney test
Median (Q25;Q75): median (25th percentile ; 75th percentile) of averages of age at diagnosis in each family
Min-Max: Minimum and maximum averages of age at diagnosis in each family

a: among BRCAT mutation carrier women
b: among BRCA2 mutation carrier women - significant difference

*kk.

OC: Ovarian Cancer

SD: standard deviation
y. years

VEQ: Very-Early-Onset
NSD: non significant difference
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In BRCA1 families, distribution of ages at diagnosis of breast cancer in families with
VEO breast cancer versus in those without any VEO breast cancer was quite similar,
with a maximum occurrence of breast cancers developed in women aged 36 to 40
(details shown in Figure 2a). The 2 distributions did not show any discrepancy in the
early-onset age groups (31 to 35 and 36 to 40 years). The whole distributions did not
statistically differ (P = 0.15).

In BRCAZ families, the maximum occurrence of breast cancers was in women aged 46
to 50, regardless of VEO breast cancer presence or absence in the family. The 2
distributions seemed to slightly differ (P = 0,05). Very small discrepancy was observed
in the earliest age groups (31 to 45 years), with more breast cancers observed in older
women (over 60 years) in families with at least one VEO breast cancer.

For age at ovarian cancer diagnosis, distributions are shown in Figure 2b. In BRCA1
families, distributions in VEO ovarian cancer families versus families without any VEO
ovarian cancer did not show statistically significant difference.

Mean age at cancer diagnosis within each family was in average 45.6 years for breast
cancer and 53.6 years for ovarian cancer in all BRCA1 families. The corresponding
figures were 48.2 years for breast cancer and 60.6 years for ovarian cancer in all
BRCAZ families.

Among the 4 BRCAZ2 families with a VEO ovarian cancer, there was only one family
including another diagnosis of ovarian cancer (age at diagnosis 56 years), the three
other VEO ovarian cancers appearing as isolated cases.
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Figure 2a. Distribution of ages at diagnosis of breast cancer in families according to
VEO BC.

I Fam. ALL BC: All families, those with at least one VEO BC and those without any VEO BC
I Fam. VEO BC: Families including at least one VEO BC
[ Fam . NO VEO BC: Families without any VEO BC
T Vertical error bars stand for 95% Confidence Intervals

N** = number of women with available data for age at BC diagnosis

Nota Bene : for women with multiple BC diagnoses, the youngest age at diagnosis was considered

2 among BRCAT mutation carrier women BC: Breast Cancer VEO: Very-Early-Onset y.: years

b: among BRCA2 mutation carrier women SD: significant difference  NSD: non significant difference
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Figure 2b. Distribution of ages at diagnosis of ovarian cancer in families according
to VEO OC.

[ | Fam.ALLOC: All families, those with at least one VEO OC and those without any VEO OC
I Fam. VEO OC: Families including at least one VEO OC
"1 Fam.NO VEO OC: Families without any VEO OC

T Vertical error bars stand for 95% Confidence Intervals
N** = number of women with available data for age at OC diagnosis
a: among BRCAT mutation carrier women OC: Ovarian Cancer VEO: Very-Early-Onset
b: among BRCA2 mutation carrier women y.: years NSD: non significant difference
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Comparison of mutation location and type according to VEO breast and
ovarian cancer

Distribution of BRCA1 and BRCAZ2 mutation location along the gene sequence did not
show any clustering pattern according to the age at earliest breast or ovarian cancer
diagnosis within each family (Supplemental Figure S1).

Mutation types (protein-truncating, splicing, and missense point variants or large exonic
deletion) comparison between VEO breast or ovarian cancer families did not show any
significant difference. Except for BRCAZ protein-truncating mutations which were more
frequent in families without any VEO ovarian cancer than in VEO ovarian cancer
families (P = 0,0469) (Supplemental Table S1).

Comparative distributions of BRCA1 and BRCAZ mutations according to their location
inside or outside known Cancer Cluster Regions did not support any relationship with
VEO phenotype (Supplemental Tables S2a and S2b).

Discussion

In this study involving 450 consecutive families with a BRCA1/2 mutation, we showed
that 17% of overall families are affected by VEO breast (under 30 years) and/or ovarian
(under 40 years) cancers. Fifteen percent of BRCA1 families involved at least one
woman with VEO breast cancer and 8% with VEO ovarian cancer. Nine percent of
BRCAZ families involved at least one woman with VEO breast cancer and 2% with VEO
ovarian cancer. VEO breast and ovarian cancers arising in the BRCA1/2 women
population are commonly considered as scarce events but our results support that the
magnitude of their occurrence in clinical cancer genetics practice was historically
underestimated [1, 2, 6-11, 14, 25].
Our results also highlight an earliness differential between BRCA1 and BRCAZ2 families.
This was expected given the differential pattern of age-specific penetrance of these two
genes, BRCA1 mutation leading to more frequent breast cancer under age 40 and
ovarian cancer under 50 than BRCAZ2 [5, 9, 11, 28]. We confirm a higher earliness of
cancers onset for BRCA1 than BRCAZ for the youngest age groups as well.
We estimated a cumulative prevalence of VEO breast cancer in BRCA1 women of ~5%
and ~2.5% in BRCA2 women. This is consistent with the uppermost part of the range of
estimates previously published (Table 1), especially the cumulative incidence recently
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estimated by Kuchenbaecker et al. in the largest prospective study published so far [5,
9]. For VEO ovarian cancer, our estimate of cumulative prevalence even exceeds
(slightly) the estimated incidences from literature for BRCA1 and BRCAZ2 and confirms a
meaningful occurrence of such events but in BRCA7 women only.

Mavaddat et al. had previously reported a VEO breast cancer cumulative incidence of
8.7% (95%Cl 2.2-34.7) in BRCA1 women and 0% in BRCAZ2 [28]. These estimates were
from a cohort of 1 887 BRCA1/2 carriers, including only ~100 persons-year for the 20 to
29 years age group. Many elements (wide confidence intervals, low number of observed
events, low number of people included and duration of follow-up) support a lack of
reliability and accuracy in the youngest age group and hence led us not to comment
further our data against this study for this particular issue of VEO cancer.

Strikingly, our results did not show any clue to evidence a relationship between the ages
at diagnosis of relatives of woman with VEO cancer and the occurrence of a VEO
cancer. Even more puzzling, when considering the ages at breast cancer diagnosis in
the affected relatives of a women with VEO breast cancer, the mean age was older than
in families without any VEO breast cancer and the distributions of ages did not differ.
Especially in the frontier age groups, from 31 to 40 years, where a difference could have
been expected, proportions in ‘VEO breast cancer’ and ‘no VEO breast cancer’ families
were quite similar. The fact that most of the VEO ovarian cancers appear isolated within
each family is noteworthy as well. Our data are thus conflicting with the intuitive concept
of starting breast screening 5 to 10 years before the youngest age at breast cancer
diagnosis within the family, although stated in most guidelines and commonly applied in
clinical routine practice [10, 12, 13]. Hence, we suggest that family history, and
especially young ages at diagnosis in relatives, might not be considered as a relevant
criterion to individualize the starting age of preventive measures in BRCA1/2 women.

Altogether, our results and the revisited prevalence of VEO breast cancer published in
the most recent studies, might prompt to consider starting breast MRI screening from
age 25 for all BRCA1/2 women, given that breast cancer onset under 30, and especially
between 25 and 30, does not prove to be rare in this population and that no family-
based reliable criterion allows accurate identification of the subset of women who need
tailored prevention measures. Moreover, this very young population is more frequently
diagnosed with triple negative or basal-like tumors [28, 30-33]. These tumor
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phenotypes have been shown to benefit from MRI screening [34, 35]. The potential
aggressiveness of these tumor types also strengthens the benefit which might be
expected from such cautious screening [36—39]. Periodic breast MRI, as it is the most
sensitive mean of screening (sensitivity range: 85%-93%) of early-stage breast cancer,
not exposing mammary gland to X-rays, is already recommended and performed from
age 25 in many countries including USA, Netherlands and Poland for instance [12, 13,
40, 41]. Although a reported ~20% rate of false positive at first breast MRI screening
round, actual uptake of breast screening by MRI in BRCA1/2 women in these countries
is high (>80%), indicating a good acceptability by patients of such preventive program
[42-45]. Cost-effectiveness assessment of screening by breast MRI in BRCA1/2 women
was reported as positive, including when starting yearly breast MRI from age 25 [46—
48].

The cumulative prevalence of VEO ovarian cancer found in BRCA1 women in our study,
reaching a ~2,5% rate, addresses a more delicate issue: optimal age for RRSO, aiming
at a compromise between ovarian cancer risk and preventive surgery-related mortality
decrease, child-bearing completion, and the consequences of iatrogenic premature
ovarian insufficiency [49-53]. American guidelines state that RRSO should be
performed between ages 35 to 40 in BRCA71 women whereas some other guidelines
(such as the latest national French guidelines or British guidelines) advise it to be
performed at age 40, after child-bearing completion [10, 12, 14, 54]. Taking into account
an occurrence of VEO ovarian cancer in BRCA1 women not as rare as historically
reported, the age of 40 years should not be considered as a minimum age to perform
RRSO after child-bearing completion when counselling unaffected BRCA1 women.
Consequently, our results enhance the need to provide to young unaffected BRCA1/2
women appropriate genetic counselling about parenthood plan completion [55, 56].
Fertility preservation could be a relevant additional option to discuss [57—60].

As our data lead to temper the reliability of basing individualization of the starting age of
preventive measures on family history, it emphasizes the need for refining the
understanding of phenotypic variability of BRCA1/2 cancer susceptibility hereditary
syndrome. Genetic and non-genetic modifier factors have been being widely explored. It
brought evidence for an impact of environmental factors (mainly lifestyle and estrogen
exposure related factors), a large set of Single Nucleotide Polymorphisms and
genotypic features of BRCA1/2 variants themselves [19, 22, 23, 26, 61-68]. We did not
succeed in identifying BRCA1/2 genotype-phenotype correlation underlying the age at
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cancer onset variability. Our study was probably underpowered for such purpose.
Another hypothesis would be that extreme earliness at cancer onset in BRCA1/2
women might be influenced in a greater extent by extrinsic modifiers than by mutation

location or type.

Despite we conducted a single-center study, which could lead to insufficient
representativeness, a comprehensive and consecutive data collection was
implemented, covering a fifteen year time frame allowing a long-time follow-up of these
families, in one referent national cancer genetics department. This design allowed us to
build a dataset including more than 11 000 individuals from 448 BRCA1/2 families,
which supports a good representativeness of BRCA1/2 women population.
Retrospective design is certainly a limitation of this study, since ascertainment bias and
biases due to inaccuracies in the reporting of family history could not be fully avoided,
although rigorous checking of data was made through medical record validation,
strengthened by a long-time follow-up of families.

In this study, cases selection pooled affected probands who were referred for genetic
testing because of personal or family history of cancer according to international
standards for BRCA1/2 testing and unaffected carrier relatives of probands referred for
presymptomatic targeted testing. It could be argued that this design could lead to
overestimates of early-onset and very-early-onset cancers. But, due to
comprehensiveness of families inclusion again, we think that this population faithfully
captures the one which we are in charge of within clinical genetics routine framework.
Moreover, clinical standards for BRCA1/2 testing have been evolving over last 15 years,
from more stringent criteria toward a little looser ones. It could be hypothesized that this
criteria loosening might dilute families with the most aggressive phenotypic expression
such as very-early-onset cancer, in more families with less severe expression or
penetrance of the BRCA1/2-related cancer susceptibility syndrome. Despite this, our
estimates of cumulative prevalence of VEO breast and ovarian cancer in BRCA1/2
women over 2003 to 2015 and 2016 to 2018 are homogeneous and consistent with the
uppermost estimates of frequency published so far [5]. In further studies in the general
population or in women undergoing a somatic BRCA1/2 test (for instance for theranostic
purpose related to PARP-inhibitors use) regardless of currently used genetic criteria, it
would be interesting to extract frequency data of VEO breast and ovarian cancer,
enabling to put our results into perspective [69].
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BRCA1/2 status was not available for all female relatives in our study population
(including for example deceased relatives). Thus, number of BRCA1/2 mutation carrier
women in this study mixed mutation carriers counting and estimate. Hence, it could be
argued that some of the breast and ovarian cancer diagnoses of relatives might be
phenocopies (ie developed in non-carrier women). Extremely low cumulative incidences
of breast cancer under 30 years (<0.1%) and ovarian cancer under 40 years (<0.01%)
in standard population make phenocopying of very-early-onset cancers very unlikely
[70, 71]. Nevertheless, it might have influenced, to a limited extent, the distribution of
ages at diagnosis which we observed in relatives, in particular for the oldest age groups.
This distribution might have been biased as well due to women who underwent risk-
reducing breast and/or ovarian surgery and were not excluded. Although in further study
it would be useful to analyze data with this parameter stratified or censured, it is
interesting to notice that risk-reducing mastectomy rate in French BRCA1/2 population
is quite low (estimated to a 10% to 25% range) [43—-45]. Bilateral mastectomy and
RRSO are not recommended under respectively 30 and 40 according to the national
guidelines of the French National Cancer Institute [10]. Hence, the main outcome
reported herein (cumulative prevalence of VEO breast and ovarian cancers) and
distribution of ages in the youngest age groups are unlikely to have been impacted in
our study.

Follow-up duration and required features for appropriate censoring were not available
for all families in this study. Thus, incidence calculation could not be applied.
Nevertheless, cumulative prevalence and cumulative incidence are expected to be
appropriate epidemiologic indexes allowing a meaningful comparison, provided they are
used for descriptive outcomes purpose as we did in this study [72, 73].

Conclusion and highlights

In a 450-family comprehensive and consecutive retrospective study covering a 15-year
time period, we report herein a 17% rate of BRCA1/2 mutation carrier families involving
VEO breast or ovarian cancers. Furthermore, we estimated a cumulative prevalence of
VEO breast cancer of ~5% in BRCA1 women and ~2.5% in BRCA2 women. VEO
breast and ovarian cancers frequency might have been initially underestimated. There
was no significant relationship between ages at breast or ovarian cancer diagnoses of

relatives and occurrence of VEO cancers within a family.
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This supports to consider breast MRI screening from age 25 in all BRCA1/2 women.
Our results also suggest to review and lessen the family history-based criterion for

individualization of the starting age of preventive measures stated in some guidelines.
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VEO BC: Mutation in families with VEO OC
NO VEO BC: Mutation in families without any VEO OC
VEO OC: Mutation in families with VEO OC
NO VEO OC: Mutation in families without any VEO OC

n: number of mutations BC: Breast Cancer
a: among BRCAT mutation carrier women OC: Ovarian Cancer
b: among BRCA2 mutation carrier women ***: significant

Table S1. Comparative distribution of BRCA1/2 mutation types according to VEO

VEQO: Very-Early-Onset
NS: non significant
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Breast Cancer

BRCAT12

(N=237 point mutations) VEO BC NO VEO BC Distribution comparison
Test
Mutation location n % n % Significance
p-value
H b
e 5 17.2% 2 82.8%
Inside BCCR2P
(c.4328 to c.4945) 3 21.4% 1 78.6% Chi2
NS
) " )
(clnsséc(i? ©c5%63) 2 Sk L 76.2% PR
‘ b
Qutside the above 3 BCCR 23 12.3% 150 86.7%
Inside higher-risk BC Regions®
(5'UTR to ¢.2281 or c.4072 to 30 83.3% 137 68.2% _
3'UTR) Fisher
NS (trend)
p=0.0755
Outside higher-risk BC Regions® 64 31.8%
(c. 2282 to c. 4071) 6 16.7%
Ovarian Cancer
(N=237 point mutations) VEO OC NO VEO OC Distribution comparison
Test
Mutation location n % n % Significance
p-value
Inside
OCCR1P 5 5.9% 80 94.1% Fish
(c.1380 to c.4062) ',i‘ Ser
p=0.6111
Outside the above OCCR1° 13 8.6% 139 91.4%
Inside OCCR¢ 29.7%
(c. 2282 to . 4071) S 28.8% 3 Fisher
Outside OCCR? =
(5'UTR to ¢.2281 or ¢.4072 to 13 71.2% 154 70.3% p=
3'UTR)

Table S2a. Comparative distribution of BRCAT mutations depending on their
location inside or outside known Cancer Cluster Regions according to

VEO cancer.

VEO BC: Mutation in families with VEO OC
NO VEO BC: Mutation in families without any VEO OC
VEO OC: Mutation in families with VEO OC
NO VEO OC: Mutation in families without any VEO OC

n: number of mutations

a: among BRCAT mutation carrier families

b: Rebbeck et al., JAMA. 2015 Apr 7;313(13):1347-61
¢ Kuchenbaecker et al., JAMA. 2017 Jun 20;317(23):2402-2416
d: Thompson et al., Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2002;11(4):329-336

BC: Breast Cancer
VEO: Very-Early-Onset

OC: Ovarian Cancer

CCR: Cancer Cluster Region

***: significant

NS: non significant




BRCAZ2z

Breast Cancer

(N=203 point mutations) VEO BC NO VEO BC Distribution comparison
Test
Mutation location n % n % Significance
p-value
Inside BCCR1P o o
(.1 to .596) 2 14.3% 12 85.7%
Inside BCCR1®
(c.772 to c.1806) 0 0% 15 100% chiz
NS
Inside BCCR2P p=0.4617
(c.7394 to ¢.8904) 4 12.5% 2 87.5%
: b
Outside the above 3 BCCR 12 8.5% 129 91.5%
Inside higher-risk BC Regions®
(5'UTR to ¢.2830 or c.6402 to 16 88.9% 121 65.8% _
3UTR) Fisher
NS (trend)
£=0.0620
Outside higher-risk BC Regions® P 11.1% 63 34.2%
(c. 2831 to c. 6401) .
Ovarian Cancer
(N=203 point mutations) VEO OC NO VEO OC Distribution comparison
Test
Mutation location n % n % Significance
p-value
Inside OCCR1b o "
(c.3249 to ¢.5681) 0 0% =7 100%
. Fisher
Inside OCCR2b
0 0% 22 100% NS
(c.6645 to c.7471) p=0.7378
Outside the above two OCCRP 4 2.8% 139 97.2%
Inside OCCR¢ 32.8%
(c. 2831 to c. 6401) 0 0% 6 ' Fisher
Outside OCCR¢ :(')\135075
(5'UTR to ¢.2830 or ¢.6402 to 4 100% 133 67.2% p=5
3'UTR)

Table S2b. Comparative distribution of BRCA2 mutations depending on their
location inside or outside known Cancer Cluster Regions according to

VEO cancer.

VEO BC: Mutation in families with VEO OC

NO VEO BC: Mutation in families without any VEO OC

VEO OC: Mutation in families with VEO OC

NO VEO OC: Mutation in families without any VEO OC

n: number of mutations

a: among BRCA2 mutation carrier families

b: Rebbeck et al., JAMA. 2015 Apr 7;313(13):1347-61

¢ Kuchenbaecker et al., JAMA. 2017 Jun 20;317(23):2402-2416
d: Thompson et al., Am. J Hum Genet. 2001;68(2):410-419

BC: Breast Cancer OC: Ovarian Cancer
VEQ: Very-Early-Onset
CCR: Cancer Cluster Region

**k: significant NS: non significant
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude rétrospective a porté sur 450 familles porteuses d’'une mutation BRCA1 ou
BRCAZ2 et suivies consécutivement dans le département d’oncogénétique du Centre
Hospitalier Universitaire de Montpellier sur une période de 15 ans. Nous nous sommes
intéressés a la fréquence des cancers du sein et des ovaires trés précoces dans cette
population, généralement considérés dans la littérature comme des événements trés
rares, et ne justifiant généralement pas de débuter des mesures de prévention avant 30
ans pour le cancer du sein et avant 40 ans pour le cancer des ovaires selon les
recommandations nationales frangaises établies. Nous avons mis en évidence que les
cancers tres précoces du sein et de I'ovaire concernent 17% des familles BRCA1/2 que
nous prenons en charge. Nous avons estimé une prévalence cumulée du cancer du
sein trés précoce d’environ 5% pour les femmes BRCA1 et 2,5% pour les femmes
BRCAZ2 et une prévalence cumulée du cancer des ovaires trés précoce de 2,7% pour
BRCA1 et 0,5% pour BRCAZ2. Ces résultats rejoignent donc les estimations d’incidence
cumulée plus élevées publiées réecemment, notamment celles de I'étude prospective la
plus large, publiée postérieurement a la derniére mise a jour des recommandations de
prise en charge de [lInstitut National du Cancer [5]. Nos données confirment en
population frangaise une fréquence élevée chez les femmes jeunes.

De plus, nos résultats n'ont pas permis d’étayer I'hypothése selon laquelle la présence
d’'un cancer précoce ou tres précoce au sein d’'une famille est un indicateur pertinent
pour prédire le risque de survenue ou de récurrence d’'un cancer trés précoce au sein
de cette famille. L’age de survenue des cancers du sein ou des ovaires chez les
apparentées des femmes ayant développé un cancer trés précoce n’était en moyenne
pas différent des ages de survenue des cancers dans les familles sans cancer trés
précoce.

Ainsi, nos résultats pourraient conduire a reconsidérer I'dge de début de la mise en
place des mesures de prévention chez les patientes BRCA1/2. Le dépistage par IRM
mammaire des I'age de 25 ans pour toutes les femmes porteuses d’'une mutation
BRCA1/2 pourrait étre discuté. L'approche qui consiste a anticiper le début de la
prévention mammaire de 5 a 10 ans avant I'dge du diagnostic le plus précoce dans la
famille semble devoir étre utilisée avec précaution. En effet, sa fiabilité n’a auparavant
pas été démontrée scientifiquement. De plus, nos données statistiques suggerent

gu’elle n'aurait pas de réelle pertinence dans I'appréciation du risque de cancer trés
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précoce. L’'implication de nos résultats dans les modalités de prévention ovarienne est
plus délicate a interpréter. Pour les femmes BRCA1, il nous semblerait prudent de ne
pas considérer I'age de 40 ans, auquel est recommandé de réaliser une annexectomie
bilatérale prophylactique dans le référentiel national, comme un &ge minimum. Ceci
rejoindrait les modalités de prévention ovarienne telle qu’elle est préconisée aux Etats-
Unis d’Amérique et dans d’autres pays européens, avec une bonne acceptabilité
apparente pour les patientes. La dimension de réalisation compléte du projet parental
avant toute chirurgie ovarienne prophylactique est évidemment prépondérante et le
préalable a toute réflexion.

La préservation de la fertilité par des techniques médicalement assistées pour les
femmes BRCA1/2 indemnes est une pratique peu usitée en France actuellement. Sa
pertinence dans la prise en charge des patientes BRCA1/2 semble étre une réflexion a
mener de maniére plus large. De méme, en raison du risque significatif de cancer
précoce et trés précoce du sein chez les femmes BRCA1/2 souligné par cette étude,
exposant potentiellement a des traitements gonadotoxiques, une sensibilisation aux
enjeux temporels de la réalisation du projet parental devrait étre intégrée plus
systématiquement au conseil génétique délivré aux femmes BRCA1/2.

Nous concevons actuellement une étude prospective qui vise a mesurer de maniére
appropriée les données d’incidence des cancers tres précoces dans notre population
BRCA1/2, afin de conforter nos résultats. Cette étude intégrera également un
questionnaire sur linfluence chez les femmes BRCA1/2 de la connaissance de leur
statut génétique sur la réalisation de leur projet parental et le recours possible a des
techniques de préservation de la fertilité.
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Résumé

Les estimations de la fréquence de survenue des cancers trés précoces (CTP) du sein (avant
30 ans) et des ovaires (avant 40 ans) chez les femmes porteuses d’une mutation germinale
dans les génes BRCA1/2 (femmes BRCA1/2) sont imprécises et non concordantes dans la
littérature. Cette étude visait a évaluer la prévalence cumulée des CTP du sein et des ovaires
chez les femmes BRCA1/2. Les objectifs secondaires étaient d’évaluer I'association entre la
survenue d’un CUP chez une femme BRCA1/2 et 'age de survenue des cancers du sein ou des
ovaires chez ses apparentées et d’analyser la corrélation génotype-phénotype. Nous avons
mene une étude rétrospective monocentrique consécutive colligeant les données oncologiques
personnelles et familiales de tous les patients porteurs d’'une mutation BRCA1/2 dans l'unité
d'oncogénétique du CHU de Montpellier de 2003 a 2018. Quatre cent quarante-huit familles ont
été incluses, dont 78 (17%) étaient affectées par au moins un CUP du sein ou des ovaires. La
prévalence cumulée du CTP du sein était de 5,09% (IC95% 3,61-6,58) pour les femmes BRCA1
et 2,47% (I1C95% 1,37-3,56) pour BRCAZ2. La prévalence cumulée du CTP ovarien était de
2,73% (1C95% 1,63-3,82) et 0,52% (1C95% 0,01-1,03) pour BRCA1 et BRCAZ2 respectivement.
Aucune association significative n’a été identifiée entre la survenue d’'un CTP et les ages de
diagnostic des cancers dans la famille. La fréquence des CTP du sein chez les femmes
BRCA1/2 pourrait inciter a un dépistage systématique par IRM dés I'dge de 25 ans. La
pertinence d’adapter 'age de début des mesures de prévention sur 'age du diagnostic le plus
précoce dans la famille n’est pas confirmée.

Mots-clés
Cancer du sein ; cancer des ovaires ; BRCA1 ; BRCAZ2 ; cancer trés précoce ;
prévalence cumulée ; dépistage ; IRM mammaire

Abstract

Very-early-onset (VEO) breast (under 30) and ovarian (under 40) cancers estimates in women
carrying a germline mutation in BRCA1 or BRCA2 (BRCA1/2 women) are inaccurate and
inconsistent. This study aimed to measure VEO breast and ovarian cancers cumulative
prevalence in BRCA1/2 women. We secondarily aimed to assess the relationship between VEO
cancer in BRCA1/2 women and ages at breast and ovarian cancer diagnosis in their relatives,
and to seek for phenotype-genotype correlations. We conducted a retrosepctive consecutive
single-center study, collecting personal and family cancer data of all BRCA1/2 patients referred
to Cancer Genetics Departement of CHU Montpellier from 2003 to 2018. We reported 448
BRCA1/2 families, including 78 (17%) families with at least one VEO breast or ovarian cancer.
Cumulative prevalence of VEO breast cancer was 5.09% (95%CI 3.61-6.58) in BRCA1 women
and 2.47% (95%CI 1.37-3.56) in BRCA2. Cumulative prevalence of VEO ovarian cancer was
2.73% (95%CI 1.63-3.82) and 0.52% (95%CI 0.01-1.03) in BRCA1 and BRCAZ2 respectively.
There was no significant relationship between VEO cancer occurrence and ages at cancer
diagnosis within the family. VEO breast cancer frequency in BRCA1/2 women could prompt to
implement MRI screening from age 25. Youngest age at diagnosis within a family was not
confirmed to be a relevant factor for individualization of the age to start prevention.
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