Universiteit

4 Leiden
The Netherlands

The genetic etiology of familial breast cancer: Assessing the role of rare

genetic variation using next generation sequencing
Hilbers, F.S.M.

Citation

Hilbers, F. S. M. (2020, July 7). The genetic etiology of familial breast cancer: Assessing the
role of rare genetic variation using next generation sequencing. Retrieved from
https://hdl.handle.net/1887/123226

Version: Publisher's Version
License: Licence agreement concerning inclusion of doctoral thesis in the

Institutional Repository of the University of Leiden
Downloaded from: https://hdl.handle.net/1887/123226

Note: To cite this publication please use the final published version (if applicable).


https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/license:5
https://hdl.handle.net/1887/123226

Cover Page

The handle http://hdl.handle.net/1887/123226 holds various files of this Leiden University
dissertation.

Author: Hilbers, F.S.M.

Title: The genetic etiology of familial breast cancer: Assessing the role of rare genetic
variation using next generation sequencing

Issue Date: 2020-07-07


https://openaccess.leidenuniv.nl/handle/1887/1
http://hdl.handle.net/1887/123226

Nederlandse samenvatting

147



Chapter 9

148

Achtergrond

Wereldwijd is borstkanker de meest voorkomende vorm van kanker en meest voorkomende
kanker-gerelateerde doodsoorzaak in vrouwen.' In Nederland ontwikkelt ongeveer één
op acht vrouwen borstkanker gedurende haar leven.? Ondanks dat alle borsttumoren
uiteindelijk ongeveer dezelfde maligne eigenschappen ontwikkelen, is er veel variatie in de
onderliggende genetische, epigenetische veranderingen en de tumormicro-omgeving die
hieraan ten grondslag ligt. Vanwege deze heterogeniteit worden tumoren vaak onderverdeeld
in subtypes op basis van morfologie, histologie, DNA-expressie en mutatieprofielen.

De etiologie van borstkanker is complex, onder andere genetische factoren,
fysieke eigenschappen, leefstijifactoren en reproductiefactoren hebben invioed op het
borstkankerrisico®> Ook familiegeschiedenis is een belangrijke risicofactor voor deze
aandoening. Vrouwen met een eerstegraads familielid gediagnosticeerd met borstkanker
hebben een relatief risico (RR) van ongeveer 1.8 om zelf borstkanker te ontwikkelen.4,5
Meerdere familieleden met borstkanker en een lagere leeftijd ten tijde van de diagnose zijn
geassocieerd met een hoger risico.**

De twee bekendste borstkankergenen, BRCAT en BRCA2, zijn geassocieerd met een
risico om borstkanker te ontwikkelen voor de leeftijd van 70 jaar van respectievelijk 60% en
55%.5% Naast deze twee genen zijn er nog een aantal andere hoog-risico genen bekend. PALB2
is een relatief recent ontdekt hoog-risico gen. Vrouwen met een pathogene genetisch variant
in dit gen hebben een risico van ongeveer 35% om voor de leeftijd van 70 jaar borstkanker
te ontwikkelen.®'® Daarnaast zijn er nog een aantal hoog-risico genen die geassocieerd zijn
met een syndroom dat gekenmerkt wordt door een verhoogd risico op diverse vormen van
kanker. Dit betreft, de genen CDH1,""-" PTEN, STK11'>1¢ en TP53."

Naast hoog-risico genen zijn er ook een aantal genen geassocieerd met een matig
verhoogd (RR 2-3) risico op borstkanker. Voor de Nederlandse populatie is het gen CHEK2
het belangrijkst, omdat er een founder mutatie bestaat, c.1100delC, die in de Noordwest-
Europese populatie een allel frequentie in de algemene populatie heeft van ongeveer 1%.'®
Daarnaast zijn ook genetische varianten in ATM' geassocieerd met een matig verhoogd
risico op borstkanker. Tenslotte zijn er ook nog meer dan 300 laag-risico (RR <1.5) varianten
geassocieerd gevonden met borstkanker.?® Echter verklaren al deze hoog-, mattig-, en laag-
risico varianten samen minder dan de helft van het familiare risico op borstkanker.

Voor families waarin een pathogene variant is gevonden in één van de bekende
hoog- of matig-risico genen bestaan richtlijnen die beschrijven vanaf welke leeftijd, met
welke frequentie en met welke techniek de draagsters van pathogenen variant gescreend
zouden moeten worden voor borstkanker.’~2 Bovendien kan onderscheid worden gemaakt
tussen vrouwen die wel en niet draagster zijn van de genetisch variant geassocieerd met
borstkankerrisico. Echter, in families waarin geen verklaring is gevonden voor het clusteren
van borstkanker, blijft er onzekerheid bestaan over wie er een verhoogd risico heeft en
in hoeverre dit risico verhoogd is. Dit maakt beslissingen met betrekking tot screening
ingewikkelder.

Een relatief nieuwe techniek, “next generation sequencing” (NGS), maakt het mogelijk
om in parallel miljoenen DNA-fragmenten te onderzoeken en daarmee in korte tijd grote
delen van het genoom te analyseren. Deze techniek zou belangrijke mogelijkheden kunnen
bieden voor het ontdekken van nieuwe borstkankergenen, omdat het de ontdekking van
genetische varianten mogelijk maakt onafhankelijk van de allelfrequentie in de algemene
populatie en zonder een aanname te hoeven maken over welke genetische regio’s er mogelijk
geassocieerd zijn met een verhoogd borstkankerrisico. Doordat deze techniek nog relatief
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kostbaar is, was het voor dit onderzoek echter niet mogelijk om grote aantallen familiare
borstkankerpatiénten te onderzoeken. Dit maakt dat het grote aantal genetische varianten
dat gevonden wordt in deze patiénten teruggebracht moet worden tot een behapbaar
aantal voor validatiestudies zonder daarbij gebruik te kunnen maken van statistische
associatietesten.

Er bestaan diverse manieren om varianten te selecteren op basis van voorspelde
effecten op het functioneren van het eiwit. Deze aanpak heeft echter als nadeel dat de
beschikbare predictiealgoritme niet erg precies zijn. Ook het selecteren van varianten op
basis van allel frequentie in de algemene populatie is niet erg effectief, aanzien het grootste
deel van de gedetecteerde varianten zeldzaam is.?*?® Een potentieel interessante strategie is
om te focussen op genen waarin meerdere onderzochte families een potentieel pathogene
variant hebben. De grote etiologische heterogeniteit in borstkanker maakt echter dat de a
priori kans hierop erg klein is. Voor sommige bekende borstkankergenen, waaronder BRCAT,
is er een associatie gevonden met specifieke borstkanker subtypes. Daarom zou het de
moeite waard kunnen zijn om familiare borstkankerpatiénten te selecteren met vergelijkbare
tumorkarakteristieken in de hoop zo ook een etiologisch homogenere populatie te selecteren.

Doel van het onderzoek

Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift is om bij te dragen aan de kennis
van de genetische etiologie van borstkanker met behulp van NGS. Het focust op families
met een duidelijk clustering van borstkanker, maar waarin geen pathogene varianten in
BRCA1 of BRCA2 zijn gevonden. Hiermee hoopt dit onderzoek nieuwe inzichten te geven in
de genetische risicofactoren die verantwoordelijk zijn voor het clusteren van borstkanker in
deze families.

Resultaten

Voor het onderzoek beschreven in hoofdstuk 2 van dit proefschrift hebben we zes niet-
BRCA1/2 gemuteerde families geselecteerd op basis van een “array comparative genome
hybridization” profiel van de tumoren.?® Linkage analyse in deze families had eerder een piek
laten zien op chromosoom 4, wat suggereerde dat de clustering van borstkanker in deze
families verklaard zou kunnen worden door een genetische variant in deze linkage regio.
Daarom werden de exomen van twee individuen per familie onderzocht met behulp van
NGS. Echter, geen enkel gen had een mogelijk pathogene variant in meer dan één familie en
in het algemeen werden er geen waarschijnlijke kandidaat-risicoallelen gevonden.

Ook in het onderzoek beschreven in hoofdstuk 5 hebben we geprobeerd een
homogenere groep familiare borstkankerpatiénten te selecteren, ditmaal op basis van een
mogelijk recessieve overerving binnen de families. In deze families met elk minstens drie
zussen met borstkanker hebben we bij één zus het exoom geanalyseerd, terwijl we bij
alle aangedane zussen de haplotypes hebben bepaald met behulp van “single nucleotide
polymorphisme” (SNP) arrays. Dit maakte het mogelijk om bij de analyse van de exoom
resultaten te focussen op varianten in regio’s waarin alle aangedane zussen twee haplotypes
delen. Ook deze studie vond echter geen waarschijnlijke kandidaat-hoog-risicoallelen. Wel
werden er varianten in bekende matig-risico genen gevonden in verschillende families
en werd daarnaast een verhoogd aantal laagrisico-allelen gevonden in de familiare
borstkankerpatiénten in vergelijking met sporadisch borstkankerpatiénten.
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Het is mogelijk dat we in deze twee studies een hoogrisico-allel gemist hebben. Het
zou kunnen dat we zo'n variant niet geselecteerd hebben omdat het onwaarschijnlijk leek
dat het de eiwitfunctie zou beinvloeden of dit Uberhaupt niet gedetecteerd hebben omdat
het zich buiten de eiwitcoderende regio’s bevond. Bovendien sluiten deze twee studies niet
uit dat er nog additionele hoog-risico genen bestaan met een sterke associatie met een
bepaald fenotype, we zouden simpelweg het verkeerde fenotype gekozen kunnen hebben.
De linkage piek in hoofdstuk 2 had slechts een LOD-score van 2.49, terwijl een score hoger
dan 3.0 typisch als significant gezien wordt. De linkage van deze families met de regio op
chromosoom 4 zou daarom toeval kunnen zijn. De selectie van families in hoofdstuk 5 had
weliswaar belangrijke voordelen voor de filtering van varianten. Het is echter mogelijk dat
een andere selectie van families, bijvoorbeeld op basis van jonge borstkankerpatiénten
zonder familiegeschiedenis, beter verrijkt zou zijn geweest voor mogelijke recessieve allelen.
In de laatste jaren zijn er diverse technieken ontwikkeld die het mogelijk maken een tumor
in veel meer detail te karakteriseren. Het zou een goede eerste stap voor verder onderzoek
zijn om op basis van deze nieuwe technieken uit te zoeken of er fenotypes gevonden kunnen
worden die clusteren in families.

In hoofdstuk 6 van dit proefschrift worden verschillende strategieén besproken
voor het filteren van met behulp van NGS gevonden genetische varianten en het vaststellen
van het borstkankerrisico geassocieerd met zeer zeldzame genetische varianten. Als er geen
genen zijn waarin meerdere families een zeldzame en mogelijk pathogene variant hebben,
is het filteren op basis van allel frequentie in de algemene populatie en op de functionele
effecten zoals voorspeld door in silico predictiealgoritme een veel gebruikte strategie. Vaak
is hiermee het aantal varianten nog niet voldoende teruggebracht om validatiestudies
mogelijk te maken. Daarom wordt er vaak voor gekozen te filteren op basis van de functie
van de betreffende genen en daarmee, op basis van de huidige beschikbare kennis, de
waarschijnlijkheid dat een gen betrokken in bij de ontwikkeling van borstkanker.

Omdat veel van de overgebleven varianten erg zeldzaam zijn, is het vaak niet
zinvol om te proberen een specifieke variant te valideren in case-controle studies. In plaats
daarvan is een “burden” analyse een betere strategie. Hierbij wordt de hele eiwitcoderende
regio van een gen onderzocht en het aantal mogelijk pathogene varianten vergeleken
tussen (familiare) borstkankerpatiénten en gezonde controles. Een cruciaal aspect bij deze
analyse is de definitie van een “mogelijk pathogene variant” Dit kan zowel met behulp
van in silico predictiealgoritmen als met behulp van functionele testen gedaan worden.
Verkeerde aanname met betrekking tot de functionele effecten van genetische varianten
kunnen gemakkelijk leiden tot incorrecte conclusies met betrekking tot het borstkankerrisico
geassocieerd met varianten in een specifiek gen.

Hoofdstuk 3 en 4 geven een goed voorbeeld van hoe ingewikkeld het kan zijn
om het risico geassocieerd met zeer zeldzame varianten in een gen, in dit geval XRCC2,
vast te stellen. Een mogelijke associatie tussen XRCC2 en borstkanker werd als eerste
gepubliceerd door Park et al.”” Hoofdstuk 3 van dit proefschrift beschrijft een studie waarin
wij geprobeerd hebben, in een grote internationale case-controle studie, deze associatie
te valideren. Voor de burden analyse in deze studie is gebruik gemaakt van verschillende
in silico predictiealgoritmen, op basis daarvan kon echter geen associatie met borstkanker
vastgesteld worden. Het onderzoek beschreven in hoofdstuk 4 van dit proefschrift heeft
vervolgens met behulp van drie verschillende functionele testen vastgesteld dat de meeste
gevonden varianten in XRCC2 nauwelijks effect hebben op eiwitfunctie. Voor de varianten
die wel een effect op eiwitfunctie hadden, werd geen associatie met borstkanker gevonden,
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al kon voor de varianten met het sterkste functionele effect een associatie niet uitgesloten
worden door de extreme zeldzaamheid van deze varianten.

Ook andere studies die gebruik maakten van NGS om nieuwe borstkankergenen
te vinden hebben relatief weinig succes gehad. De meer dan 30 gepubliceerde exoom
sequencing studies hebben wel een aantal mogelijke nieuwe borstkankergenen
gesuggereerd, waaronder KAT6B,%® RINT1,2° APOBEC3B*°, XRCC2?” en RCC1.3" Externe validatie
van deze genen heeft echter nog niet plaatsgevonden of heeft geresulteerd in tegenstrijdige
resultaten. Er zijn maar twee nieuwe genen gevonden waarbij de associatie met borstkanker
ook in diverse andere studiepopulaties is gevalideerd: FANCM?3?33 en RECQ.3***

In hoofdstuk 5 hebben we naast de zoektocht naar een mogelijk recessief gen, ook
de mogelijkheid verkend dat deze families verklaard worden door bekende risicogenen of
polymorfismen. We hebben laten zien dat de familiare borstkankerpatiénten gemiddeld meer
laagrisico-allelen hebben dan borstkankerpatiénten uit de algemene populatie. Daarnaast
waren borstkankerpatiénten uit twee van deze families draagster van de bekende matig-risico
variant CHEK2*11000delC. In een andere studie, die geen deel uitmaakt van dit proefschrift,
hebben we laten zien dat ook familiare borstkankerpatiénten die niet geselecteerd zijn
voor een mogelijk recessieve overerving gemiddeld meer laagrisico-allelen bij zich dragen
dan borstkankerpatiénten uit de algemene populatie.*® Diverse andere exoom sequencing
studies in non-BRCA1/2 families hebben ook varianten gevonden in bekende risico genen
zoals ATM,>7-42 CHEK23942-%> en PALB2 3739424546 Dit bevestigt dat een substantieel deel van de
onverklaarde familiare clustering van borstkanker waarschijnlijk verklaard wordt door een
combinatie van matig en laag risico genen.

Een aantal studies heeft geprobeerd een zogenaamde “polygene risico score” (PRS)
te berekenen op basis van een combinatie van bekende laag-risico varianten. De meest
recente studie gebruikte hiervoor 313 verschillende genetische varianten.? Daarnaast zijn
er modellen die zowel genetische als niet genetische risicofactoren meewegen. Het meest
geavanceerde model is op dit moment de laatste versie van het BOADICEA model waarbij
mutaties in BRCAT, BRCA2, ATM, CHEK2 en PALB2, 313 laag risico SNPS en diverse niet-
genetische risicofactoren worden gebruikt in de berekening van borstkankerrisico.””

Conclusie

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift heeft geen nieuwe borstkankergenen kunnen
identificeren. Ondanks dat er waarschijnlijk nog verscheidene extreem zeldzame hoogrisico-
allelente ontdekken zijn en er mogelijk genetische varianten buiten de eiwit-coderende regio’s
geassocieerd zijn met een sterk verhoogd risico op borstkanker, lijkt het onwaarschijnlijk dat
deze varianten een substantieel deel van de familiare borstkanker kunnen verklaren. Zowel
het onderzoek beschreven in dit proefschrift als werk van anderen suggereert dat een groot
deel van de onverklaarde familiare clustering van borstkanker verklaard wordt door een
combinatie van genetische varianten geassocieerd met een laag of middelmatig verhoogd
risico op borstkanker.

Zoals verwacht was de grootste uitdaging bij het gebruik van NGS in familiare
borstkanker de detectie van een groot aantal genetische varianten in relatief klein aantal
familiare borstkankerpatiénten, waardoor het gebruik van statistische testen voor associatie
niet zinvol is in de selectie van mogelijk interessante varianten. Hierdoor zal een aanname-
vrije strategie voor het ontdekken van nieuwe borstkankergenen alleen realiteit worden
wanneer we in staat zijn studies te doen die voldoende groot zijn om tenminste op gen-
niveau exoom-brede associatie analyses uit te kunnen voeren.
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Het selecteren van een fenotypisch homogenere groep familiare borstkankerpatiénten
in de hoop te selecteren voor homogenere etiologie, heeft niet geresulteerd in het
ontdekken van mogelijke nieuwe risico-allelen in meer dan één familie. Echter, aangezien er
nu meer geavanceerde technieken beschikbaar zijn voor het fenotyperen van tumoren, kan
onderzocht worden of er mogelijk toch nog waarde in deze strategie zit voor toekomstige
pogingen tot het ontdekken van nieuw hoogrisico-allelen.

Onze ervaringin hetvalideren van XRRC2 als een borstkankergen heeft ons er wederom
geleerd dat in silico predictiealgoritmen van beperkte waarde zijn voor het classificeren van
genetische variante. De misclassificatie van varianten kan leiden tot misleidende resultaten in
burden analysesenincorrecte conclusies over de associatie van een gen met borstkankerrisico.
Hoewel functionele testen belangrijke inzichten kunnen geven in het effect van genetische
varianten op het functioneren van een eiwit, is het opzetten en uitvoeren van deze testen
vaak tijdrovend. Hierdoor is dit vaak alleen de moeite waard voor de meest waarschijnlijke
kandidaatsgenen.

Deze bevindingen tezamen leiden tot de conclusie dat als we de risicovoorspelling
voor vrouwen in onverklaarde borstkankerfamilies en voor vrouwen in de algemene
populatie willen verbeteren, we verder moeten focussen op het ontwikkelen en valideren van
risicomodellen die alle bekende risico-allelen combineren met niet-genetische riscofactoren.
Na het valideren van deze modellen, zouden we gebruik kunnen maken van deep learning
technieken om deze modellen verder te verbeteren en nieuwe risicofactoren te identificeren.

Dit vooruitzicht zou ertoe kunnen leiden dat de tweedeling tussen sporadische en
familiare borstkanker met betrekking tot genetische risicofactoren verdwijnt. Dit zou een
aanpassing vergen in zowel het perspectief van het onderzoek naar borstkankerrisico als voor
de werkwijze en benadering voor moleculair pathologisch en klinisch genetisch onderzoek.
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