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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer, également appelé tumeur maligne, est un nom générique qui représente un grand
groupe de maladies pouvant toucher n'importe quelle partie du corps (WHO, 2018). C’est un
trouble pathologique majeur qui provoque la morbidité et la mortalit¢ dans diverses
populations dans travers le monde. L’une des principales caractéristiques des tissus cancéreux
est qu’ils sont constitués de cellules ayant une croissance et une multiplication anormales, au-
dela de la taille normale (WHO, 2018). Pour cette raison, ces cellules envahissent rapidement
les tissus voisins atteignant d’autres parties du corps (WHO, 2018). Au cours de la progression
de la tumeur, certaines cellules acquierent un potentiel oncogéne. Ainsi, ils proliféerent
rapidement, échappent aux mécanismes de régulations cellulaires (apoptose) et
immunologiques (immunosupression) et entre en compétition avec les cellules saines pour
I’exploitation des ressources de 1’organisme (Hanahan et Weinber, 2011 ; Vogelstein et al.,

2013 ; Greaves, 2015).

En 2008, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a signalé 715 000
nouveaux cas de cancer et 542 000 déces dis au cancer en Afrique (Ferlay et al., 2008). Dix
ans plus tard, Ferlay et al., (2018) ont enregistré une estimation de 18,1 millions de nouveaux
cas de cancer et de 9,6 millions de décés avec une incidence de 5,8% et un taux de mortalité de
7,3% en Afrique (Ferlay et al., 2018). Cette forte augmentation pourrait s’expliquer en partie,
selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (WHO, 2008), par I’adoption de comportements ou
de modes de vie a risque (tabagisme, alimentation mal saine, inactivit¢ physique...)
consécutive au processus de développement économique.

Concernant le cancer du sein, il est devenu le deuxiéme cancer le plus diagnostiqué chez les
hommes aprés le cancer du poumon et le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les
femmes (Ferlay, 2018). Ce méme rapport a estimé en 2018 le nombre de nouveaux cas de
cancer du sein a 2 088 849 (11,6%) et de déces 626 679 (6,6%) dans le monde. Bien qu’il soit
plus répandu dans les pays développés et dans certaines régions industrialisées, son taux de
mortalité est en baisse dans ces pays (Ogundiran et Adebamowo, 2015). En Afrique, il est
devenu le cancer le plus répandu, avec des taux d'incidence et de mortalité en croissance et une
grande variabilit¢ selon les régions géographiques (Ogundiran et Adebamowo, 2015). Sa
survenue semble aussi de plus en plus précoce chez les patientes. En effet, des études faites en
milieu hospitalier ont mis en évidence que de plus en plus de patientes agées entre 20 et 30
¢taient affectées par ce cancer (Akarolo-Anthony et al., 2010 ; Mbaye ef al., 2012). Ces études
ont aussi montré que la plupart des cas intervenait principalement entre 40 et 44 ans avec

souvent une forme de survenue agressive (Akarolo-Anthony et al., 2010 ; Mbaye et al., 2012).



Plus précisément, au Nigéria et au Sénégal, le cancer du sein constitue un réel probléme de
santé publique représentant respectivement 28,7% et 26,1% des nouveaux cas de cancer chez
les femmes de tous les ages dans les deux pays (Ferlay et al., 2018). Alors qu’il est le cancer le
plus répandu chez les femmes nigérianes avec une incidence croissante de 34,3 pour 100 000
femmes (21 750 nouveaux cas par an) a 41,7 pour 100 000 entre 1970 et 2018, il seconde le
cancer du col de I'utérus au Sénégal (Adebamowo et Ajayi, 2000 ; Ferlay et al, 2018). De
plus, il est principalement diagnostiqué comme une tumeur faiblement différenciée au stade
avancé (III et IV) chez les femmes en pré-ménopause (41 a 50 ans), présentant des tumeurs
agressives et le Carcinome Canalaire Infiltrant (CCI) comme type histologique le plus courant

(Dem et al., 2008 ; Ntekim et al.,2009 ; Mbaye et al., 2012 ; Agbo et al., 2014).

L’impossibilité¢ d’identifier un agent étiologique spécifique, le moment précis de I’initiation et
tous les mécanismes moléculaires responsables de I’initiation et de la progression du cancer du
sein sont aujourd’hui un obstacle majeur a 1’éradication de cette maladie (Russo et al., 2000).

L'effet du mode de vie et des facteurs prédisposants a 1'environnement révelent les différences
ethniques et géographiques observées dans l'incidence du cancer du sein (Mehrgou et
Akouchekian, 2016). Trois a dix pour cent de tous les cas de cancer du sein et environ 30% des
cancers du sein de stade précoce résultent de facteurs héréditaires, tandis que le cancer du sein
sporadique représente environ 90% de la maladie (Tereschenko et al., 2002 ; Calderon-
Garciduenas et al,, 2005). Les causes réelles du cancer du sein ne sont pas actuellement
connues mais plusieurs facteurs épidémiologiques, tels que : I'dge, le sexe, 1’exposition aux
radiations, la diminution de 1’activité physique, le mode de vie sédentaire, les antécédents
familiaux de cancer du sein et d’autres cancers, I'hérédité, I'alimentation (y compris 1’alcool et
le tabac, etc.), les facteurs reproductifs et hormonaux tels que les antécédents menstruels
lointains (la nulliparité, le manque d’allaitement, ménarche précoce et ménopause tardive),
I’utilisation de contraceptifs et les caractéristiques anthropométriques (poids ; taille ; hanche ;
hauteur) ont été¢ incriminés comme facteurs étiologiques possibles (Hamajima et al, 2002 ;
Colditz et al., 2006 ; Okobia et al., 2006 ; Lord et al., 2008 ; Schulz et al., 2008 ; Datta et
Biswas, 2009 ; Ayub et al.,, 2014). C’est donc un trait multifactoriel avec une prédisposition
génétique et des facteurs de risques environnementaux et hormonaux (Chlebowski et al,

2013).

En dépit des progres importants réalisés dans le diagnostic et le traitement du cancer du sein, il
subsiste certains problémes cliniques et scientifiques non résolus a ce jour. Certains d'entre eux
incluent : la prévention, le diagnostic (trouver des méthodes plus spécifiques et plus sensibles),
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la progression et la récurrence de la tumeur, le traitement et la résistance thérapeutique
(Polyak, 2007). En effet, les différences moléculaires (sous-types) du cancer du sein conduisent
a un résultat clinique et a une réponse aux traitement différents traitements. Par conséquent, en
raison du taux élevé de la mortalité et du cout financier du traitement, le cancer du sein revét
une grande importance sociale et économique en Afrique. De ce fait, la mise au point de
moyens efficaces de prévention et de détection précoce est actuellement la solution la plus

viable.

Dans cette optique, de plus en plus de recherches sont menées pour déterminer les facteurs les
plus associées a la survenue du cancer du sein et des techniques de détection précoce ont été
expérimentées. Une bonne partie de ces études sont menées sur des marqueurs moléculaires.
Bien que le cancer du sein soit un trait multifactoriel avec une prédisposition génétique, deux
autres facteurs majeurs identifiés pour ce type de cancer incluent les facteurs
environnementaux et les facteurs hormonaux. En dépit des progrés importants réalisés dans le
diagnostic et le traitement du cancer du sein, il subsiste certains problémes cliniques et
scientifiques non résolus. Certains incluent et sont liés a : la prévention (qui en a besoin et
quand), le diagnostic (méthodes plus spécifiques et plus sensibles), la progression et récurrence
de la tumeur (les causes et comment les prévoir), le traitement (qui doit étre traité et
comment ?) et la résistance thérapeutique (comment prédire, prévenir et vaincre ?) (Polyak,
2007). Les différences moléculaires (sous-types) du cancer du sein conduisent a un résultat
clinique et a une réponse au traitement distincts ; le sous-type de tumeur basale ressemblant au
moins a un résultat clinique et a la réponse au traitement les plus défavorables. Ainsi, en raison
du taux élevé de mortalité et du colt financier du traitement, le cancer du sein revét une grande
importance sociale et économique en Afrique. Par conséquent, la mise au point de moyens

efficaces de prévention et de détection précoce est actuellement la solution la plus viable.

Le systtme MMR est un systéme de réparation de I'ADN hautement conservé qui contribue
principalement au maintien de la stabilité génomique par la correction de paires de bases non
appariées (Friedberg ef al., 2005). Le phénotype d'instabilit¢ des microsatellites, 1'un des
dysfonctionnements causés par le dysfonctionnement du MMR, a été rapporté dans différents
types de tumeurs sporadiques et est bien normalisé pour le cancer colorectal (Yaza et al,
2017). 1l conduit a la génération de nouveaux all¢les de tailles trés différentes du type sauvage
et est associé a un pronostic amélioré, une survie supérieure du patient, un bon prédicteur de la
réponse au cancer et une résistance a certaines chimiothérapies (Rubic et al., 2003). La

technique actuelle d'analyse de 1'état des microsatellites implique [l'utilisation de Kkits



disponibles dans le commerce basés sur I'amplification de cinq "marqueurs" de microsatellites.
Ces cinq marqueurs sont: BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-22 et NR-24 et sont appelés quasi-
monomorphes car ils se caractérisent par un certain nombre de tailles répétitives homogénes

dans une population donnée (entre les individus et les deux all¢les du méme individu).

L'utilisation de ces marqueurs est née de la nécessité de contourner l'utilisation de tissus
normaux (non cancéreux) appariés a des tissus cancéreux. Ceci pour n’utiliser que des tissus
cancéreux. Ce qui permettra de minimiser les cotts et d’éviter la confusion des échantillons
lors de l'analyse. Il a été prouvé que, lorsque ces cinq marqueurs mononucléotidiques étaient
utilisés ensemble dans une réaction d’amplification unique appelée PCR pentaplex, il suffisait
d’identifier correctement les cas de MSI dans les tissus tumoraux, bien que BAT-25 et NR-21
se soient révélés polymorphes dans certaines populations en Afrique (Pyatt et al, 1999;
Buecher et al., 2011). Cette option figurait dans les Lignes directrices Bethesda révisées de
2004 pour HNPCC et MSI, bien que le panel initial de mononucléotides et de marqueurs
dinucléotides demeurait inchangé, de méme que la définition de l'instabilité microsatellite
haute (MSI-H), instabilité microsatellite faible (MSI-L) et les tumeurs microsatellites stables

(MSS) (Umar et al., 2004a).

Malgré le fait que les dinucléotides et les marqueurs trinucléotidiques aient été étudiés et
recommandeés (Boland et al., 1998; Perucho, 1999; Sutter et al., 1999; Loukola et al., 2001;
Ozer et al., 2002), les répétitions de dinucléotides contiennent entre 60% et 80% de MSI-H et
sont parfois classées de maniere erronée (Houng et al., 1997; Sutter et al., 1999 ; Loukola et
al., 2001). Par conséquent, la sensibilit¢ et la spécificit¢ de ces cinqg marqueurs
mononucléotidiques ont été recommandées pour le diagnostic de 1'instabilité des microsatellites
(Suraweera et al., 2002). Ces marqueurs mononucléotidiques sont situés dans le génome
comme suit: BAT-25 (situ¢ dans l'intron 16 du c-kit); BAT-26 (situé dans l'intron 5 du geéne
MSH?2); NR-21 (situé dans la région non traduite en 5' du gene SLC748); NR-24 (situé dans la
région non traduite en 5' du gene ZNF-2) et NR-27-MONO-27 (situé¢ dans la région non
traduite en 5' du géne PAI-1). En 2013, Esmailnia et ses collegues ont étudié¢ les cinq
mononucléotides quasimonomorphes : BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, NR-27 dans le cancer
colorectal et ont découvert une instabilité de 45% dans NR-21 et NR-24 (36 cas sur 80). Le NR-
21 était le marqueur instable le plus fréquemment observé avec une instabilité respective de
53% et 25,6% dans les cancers colorectaux sporadiques (CRC) et le cancer colorectal

héréditaire sans polypopsie (HNPCC) (Shemirani et al., 2011).



L’hypothése posée dans ces travaux de recherche est que les caractéristiques épidémiologiques
et les processus évolutifs du cancer du sein sont identiques entre les femmes nigérianes et
sénégalaises. Cette ¢tude visait a contribuer a I’acquisition d’une meilleure compréhension des
facteurs épidémiologiques et du processus évolutif du cancer en Afrique. Quatre objectifs

spécifiques ont été pris en compte :

e déterminer et comparer les données épidémiologiques associées au cancer du sein pour
la population nigériane et sénégalaise ;
¢ identifier le polymorphisme génétique de deux loci microsatellites (NR-21 et NR-24) du
cancer du sein des deux pays ;
e comparer et contraster les similitudes et les différences entre I'évolution du cancer du
sein chez les femmes nigérianes et sénégalaises ;
e déterminer la relation entre les polymorphismes de NR-21 et NR-24 et les
caractéristiques clinico-pathologiques du cancer du sein.
Ce document est scindé en trois chapitres. Le premier renferme une synthése des principales
notions et connaissances acquises sur les cancers (plus particuliérement le cancer du sein). Le
deuxiéme chapitre est consacré a la comparaison des parametres épidémiologiques entre les
patientes nigérianes et sénégalaises. Le troisiéme chapitre traite du processus d'évolution et les
caratéristiques génétiques du cancer du sein chez les femmes nigérianes et sénégalaises a 1’aide
des marqueurs microsatellites NR-21 et NR-24 et cherche les corrélations entre le
polymorphisme des marqueurs étudiés et les caractéristiques épidémiologiques du cancer du

sein dans les deux populations de notre étude.



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLOGRAPHIQUE

INTRODUCTION

Au 21°™ sigcle, le cancer devrait étre considéré comme la principale cause de déces et le seul
obstacle majeur a la croissance de l'espérance de vie dans tous les pays du monde (Bray et al.,
2018). L'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a estimé en 2015 que le cancer était la
premiere ou la deuxiéme cause de déces avant l'age de 70 ans dans 91 pays sur 172 et la
troisiéme ou la quatriéme dans 22 pays supplémentaires. La croissance des incidences et des
taux de mortalité par cancer a I’échelle mondiale en fait une source de préoccupation constante
pour le monde, allant de paire avec la croissance démographique constante, le vieillissement,
I’évolution de la prévalence et la répartition des principaux facteurs de risque, dont certains
sont liés au développement socio-économique (Omran, 1971 ; Gersten et Wilmoth, 2002). Les
économies émergentes assistent a un remplacement progressif des cancers liés a l'infection et a
la pauvreté par les cancers dues a des modes de vie occidentalisés et aux pays a revenu élevé
comme en Europe, en Amérique du Nord, en Asie et en Océanie (Gersten et Wilmoth, 2002 ;
Maule et Merletti, 2012 ; Bray, 2014). Néanmoins, les différences de profils observées entre
différents pays et régions du monde montrent une diversité géographique marquée associ¢e a
des facteurs de risques locaux (Bray, 2014). Les figure 1 et 2 montrent la distribution de
l'incidence du cancer et des déces par cancer et par région du monde aussi bien chez les
hommes que chez les femmes, augmentant les taux d’incidence de 1,5% et de 2%

supplémentaires lorsque les chiffres comparés concernent uniquement les femmes.

A 1’échelle mondiale, le cancer du sein est la cinquieme cause de mortalité par le cancer (626
679) ; alors que I’ Afrique occupe le cinquiéme rang en termes d’incidence et de prévalence sur
cinq ans, elle se situe au troisiéme rang en termes de taux de mortalité (74 072). La fourchette
de taux de mortalité entre les régions du monde est inférieure a celle de 1'incidence en raison de
la survie plus favorable du cancer du sein dans les régions développées (a incidence élevée),
les taux allant de 8,6 pour 100 000 en Asie orientale a 25,5 pour 100 000 en Mélanésie (Ferlay
et al,, 2018). La figure 3 montre le nombre de nouveaux cas de cancer et de déces dans le
monde pour les huit cancers les plus fréquents en 2018, tandis que la carte de la figure 4 illustre
clairement l'incidence des cinq types de cancer les plus répandus chez les femmes dans le
monde. Le cancer du sein étant le plus prévalent dans 154 pays, suivis des cancers du col
utérin, du foie, du poumon et de la thyroide. Cela montre 1’'urgence de s'attaquer a la menace

du cancer du sein dans le monde entier (Ferlay et al., 2018).



Figure 1: Diagramme en secteur illustrant la répartition de l'incidence et des déces par cancer
et par région du monde en 2018 pour les hommes et les femmes (Source : GLOBOCAN,

2018).

Figure 2 : Diagramme en secteur montrant la proportion d'incidence du cancer et de décés chez

les femmes par zone mondiale en 2018 (Source : GLOBOCAN, 2018).



Figure 3 : Graphique a secteurs montrant le nombre de nouveaux cas de cancer et de déces

dans le monde pour les huit cancers les plus fréquents et autres (Source : GLOBOCAN, 2018).

Figure 4 : Carte globale présentant le type d'incidence du cancer le plus courant chez les

femmes en 2018 dans chaque pays (Source : GLOBOCAN, 2018).

En Afrique, avec une population extrémement diversifiée qui affecte les occurrences des
maladies, le traitement et ses résultats, le cancer est de plus en plus reconnu par les
professionnels et les experts en santé critique, suscitant de graves inquiétudes quant a sa

progression, sa gestion et la réponse des patients au traitement (Parkin et al., 2003 ; Akarolo-



Anthony ef al., 2010). L’augmentation de l'espérance de vie, des soins de santé et des maladies
non transmissibles ; les changements de régime et de mode de vie ; la diminution de la charge
de morbidité liée aux maladies transmissibles, contribuent a la charge croissante du cancer sur
le continent. Comparée a d'autres régions du monde, les ressources disponibles pour le
dépistage précoce des cancers en Afrique sont associées a un acces plus difficile au traitement
et au manque de registres de cancer bien établis et de haute qualité, basés sur la population. En
outre, le cancer en Afrique varie considérablement selon le type, l'incidence, le stade du
diagnostic, le taux de survie et le taux de mortalité. Cette différence est die en grande partie
aux différences d’expositions aux principaux facteurs de risque, aux pratiques de détection
(disponibilité des services de diagnostic et de dépistage), a la sensibilisation aux signes et
symptomes précoces et a la disponibilit¢ du traitement. Le cancer du sein au cours des
derni¢res années a dépassé le cancer du col utérin dans la plupart des pays d'Afrique
subsaharienne en tant que cancer le plus souvent diagnostiqué chez les femmes (Mackay et al.,
20006). Ceci est le résultat de la prise de conscience croissante de la maladie et de la prévalence
de facteurs de risque de cancer du sein tels que la ménarche précoce, I’accouchement tardif, la
parité faible et le poids corporel élevé associés au développement économique (Bray et Moller,

2006).

Les cancéreux vivant dans les pays plus développés représentent environ la moitié¢ des cas de
cancer du sein et 38% des déces, les taux étant généralement élevés en Amérique du Nord, en
Australie, en Nouvelle-Zélande et dans le nord-ouest de I’Europe ; intermédiaires en Europe
centrale et orientale, en Amérique latine et dans les Caraibes ; et faibles dans la plupart des
pays d'Afrique et d'Asie (Torre et al., 2015). Cependant, ces chiffres ont changé avec la
publication en 2018 du document du Centre international de recherche sur le cancer (CIRC)
par 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) sur 'observation mondiale du cancer. Certains
chiffres et résumés sont présentés plus loin dans ce document. Entre 1980 et la fin des années
1990, les taux d’incidence du cancer du sein ont augmenté d’environ 30% dans les pays
occidentaux, probablement en raison de 1’évolution des facteurs de reproduction et de
’utilisation du traitement hormonal ménopausique, puis dans les années 2000, en raison de
I’accroissement du dépistage (Althuis et al., 2005). Néanmoins, au début des années 2000, les
taux d’incidence dans ces pays ont diminué, ce qui a été attribué a la réduction de 1’utilisation
du traitement hormonal ménopausique. La variation internationale des taux d'incidence du
cancer du sein refléte les différences de disponibilit¢é du dépistage précoce ainsi que des
facteurs de risque (Torre et al., 2015). En outre, des études régionales menées aux Etats-Unis
montrent une variation du cancer du sein par race/ethnicité entre les femmes blanches et les
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Afro-Américaines (DeSantis et al, 2008 ; Igbal er al, 2015). Les résultats concernant la
mortalité ont révélé une réduction des taux de mortalité chez les femmes blanches atteintes de
la maladie dans les 50 états, contre 11 dans le cas des femmes afro-américaines, avec un taux

accru dans deux états et un taux nivelé dans 24 états (DeSantis et al., 2008).

Bien que le cancer du sein soit le plus répandu chez les femmes dans les pays développés, les
taux de mortalité sont plus ¢élevés dans les pays en développement que dans les régions
développées, ce qui refléte les niveaux nationaux de développement social et économique tirés
de la comparaison de 1’Indice de Développement Humain (IDH) (Bray et al., 2018). Les taux
d'incidence varient de pres de 3,5 fois dans les régions du monde, allant de 27,9% sur 100 000
en Afrique centrale a 48,9% sur 100 000 en Afrique du Nord (Figure 4) et a 94,2% en
Australie/Nouvelle-Z¢élande (Ferlay et al., 2018). Le graphique de la figure 5 illustre le nombre
de nouveaux cas de cancer et de décés par cancer dans tous les groupes d'dge de femmes en

Afrique.

En Afrique de I’Ouest, elle a une incidence de 37,3% et un taux de mortalité¢ de 17,8%, bien

supérieur au taux de mortalité de 12,6% en Australie et en Nouvelle-Z¢élande, avec le taux

d’incidence le plus élevé de 94,2% (Bray, 2018).

Au Nigéria, 'incidence du cancer du sein a augmenté, en raison des changements
démographiques tels qu’une espérance de vie plus longue, une meilleure notification de la
maladie et un meilleur acces aux soins cliniques. Néanmoins, selon les dernicres statistiques de
GLOBOCAN pour 2018, le pays enregistre 37% de nouveaux cas de cancer du sein et 28% de
déces par rapport aux autres cancers (la Figure 6 montre I'incidence et le taux de mortalité des
cancers au Nigéria). Au Sénégal, le cancer du sein vient en second lieu avec 26% et 18% des

nouveaux cas de cancer et des déces en 2018 par rapport aux autres types de cancer (la Figure

7).
I.1. Développement du cancer du sein

L'apparition du carcinome est un processus en plusieurs étapes qui commence par la
transformation progressive d'une cellule normale en une cellule maligne et implique
l'acquisition de divers phénotypes cellulaires par l'accumulation de multiples mutations
génétiques (Abdel-Rahman, 2008). Les cancers sont des maladies chroniques a caracteres
changeants, ponctuées d'épisodes rares de populations accélérées, essentiellement a évolution
lente, qui se précipitent parfois vers de nouveaux parametres plus performants. Avant, les

renouvellements tissulaires, ils grossissent et se diversifient (diversité¢ clonale des cellules
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cancéreuses) suffisamment vite pour acquérir les propriétés de migration et d'invasion
nécessaires a la métastase. Dans certains cas, il se forme des sous-clones résistants au
traitement ou pouvant se développer aprés le traitement (Song et al., 2015). Il existe de
nombreuses mutations qui permettent a une cellule cancéreuse une adaptation a un effet
spécifique dans un environnement tumoral variable. Ainsi, chaque tumeur subit sa propre
¢évolution darwinienne en suivant des mécanismes complexes et élaborés qui la différencient de

toutes les autres tumeurs (Ogino ef al., 2012).

Une évolution convergente se produit, de sorte qu'un nombre limité de chemin évolutif soit
parcouru de maniére répétée par une tumeur provenant de patients différents. Ceci conduit a
des repéres majeurs reconnaissables se reproduisant dans une tumeur différente. Mais dans les
cancers du sein, de la prostate et du pancréas, il a ét¢ démontré que ces cellules se disséminent
bien avant que la colonisation métastatique ne devienne cliniquement évidente (Husemann et
al., 2008 ; Rhim et al, 2012). Par conséquent, les métastases et la réponse au traitement
prolongeraient, diversifieraient ou remanieraient les trajectoires évolutives du cancer du sein
(Ding et al., 2010).

Le cancer du sein est une maladie multifactorielle qui manifeste clairement I'hétérogénéité du
comportement clinique et de la réponse thérapeutique (Yates et Campbell, 2012). Cela se
refléte dans les variations morphologiques et moléculaires sous-jacentes, avec tout un éventail
de caractéristiques histologiques et de marqueurs pathologiques moléculaires utiles pour
prédire les résultats cliniques et sélectionner le traitement approprié (Subramaniam et Isaacs,
2005). Malgré diverses incertitudes concernant I’initiation du cancer du sein, des études
geénétiques, épidémiologiques et cliniques ont montré que certaines caractéristiques biologiques
et sociales étaient des facteurs de risque liés a la maladie (Pike et al., 1993 ; Bernstein et Ross,
1993 ; Mettlin, 1999 ; Hu et al., 2000). Environ 50% de I’incidence du cancer du sein peut étre
attribuée a des facteurs de risque physiologiques ou comportementaux. Les facteurs de risque
génétiques connus qui représentent 5 a 10% des cas de cancer du sein, présentent des mutations
dans les geénes prédisposants rares du cancer du sein a forte pénétrance tels que BRCA-1 et
BRCA-2. Ces génes sont responsables de 16 a 25% de la composante hériditaire du cancer du

sein (Madigan et al., 1995 ; Tonin, 2000 ; Beggs et Hodgson, 2009).
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Figure 5: Diagramme en barres illustrant le nombre de nouveaux cas et de déces diis au cancer
du sein chez les femmes de tout dge dans différentes régions d'Afrique (Source : Globocan,

2018).

Figure 6a : Nouveaux cas

Figure 6b : Déces

Figure 6: Graphique en camembert montrant le pourcentage de nouveaux cas de cancer et de

déces chez toutes les femmes au Nigeria en 2018 (Source : Globocan, 2018).
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Figure 7a : Nouveaux cas Figure 7b : Déces

Figure 7: Diagramme a secteurs illustrant le pourcentage de nouveaux cas de cancer et de

déces chez toutes les femmes au Sénégal en 2018 (Source : Globocan, 2018).

Certains des effets génétiques, environnementaux ou combinés (combinaison d'interactions
génétiques et environnementales) associés au risque de cancer du sein incluent : les antécédents
familiaux du cancer du sein, des ovaires ou de 1'endométre ; I’histoire individuelle de certains
types de maladies mammaires bénignes ; la vieillesse ; le statut socio-économique plus élevé ;
I’exposition excessive aux rayonnements ionisants ; la taille adulte ; la consommation d'alcool.
En outre, divers facteurs endocrinologiques et reproductifs sont également associés a des
facteurs de risque du cancer du sein, notamment la ménarche précoce, la nulliparité ou le
premier accouchement tardif, I'allaitement au sein de courte durée, la ménopause tardive,
l'obésité post-ménopausique, l'utilisation prolongée de contraceptifs oraux et ['utilisation
prolongée d'cestrogeénes substitutifs (Bernstein et Ross, 1993 ; Pike ef al., 1993 ; Mettlin, 1999 ;
Hu et al., 2000). D’autres facteurs sont aussi incriminés tels que le tabagisme, certains aspects
nutritionnels (consommation de viande et de graisse), 1’activit¢ physique et le stress
psychologique (Bleiker et Ploeg, 1999 ; Gerber et al., 2003).

Concernant les facteurs hormonaux, les cestrogénes ont été identifiés comme un facteur
attribuable majeur dans 1'étiologie du cancer du sein avec trois mécanismes considérés comme
responsables de son role (Henderson et al., 1988 ; Russo ef al., 2000). Le premier est l'activité
hormonale médiée par le récepteur associé a la stimulation de la prolifération cellulaire
entrainant une accumulation accrue de dommages génétiques conduisant a une carcinogenése
(Adlercreutz et al., 1994 ; Nandi et al., 1995) ; puis il y a 'activation métabolique médiée par
le cytochrome P450 qui stimule les effets génotoxiques directs par le biais de taux de mutation

accrus (Schneider et al., 1982 ; Bradlow et al., 1986 ; Liehr et al., 1986 ; Niwa et al., 1989 ;
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Malins et Haimanot, 1991 ; Malins et al., 1993 ; Osborne et al.,, 1993 ; Spink et al., 1994 ;
Liehr et Ricci, 1996) ; et enfin l'instabilité génomique dans le systéme de réparation de I'ADN,
entrainant une mutation génomique cruciale pour la tumorigéne induite par les cestrogénes
(Yan et Roy, 1995). Ainsi, la teneur en récepteur d'cestrogéne alpha (ERa) d'une tumeur est un
facteur d'importance pronostique (Molino et al., 1997 ; Khan et al., 1998). Les cancers ERa
positifs et ERa négatifs sont de différentes entités, bien que les cancers du sein ERa négatifs
puissent résulter de la perte de la capacité des cellules a produire des ERa au cours de

I'évolution clinique des tumeurs ERa positives (Moolgavkar et al.,, 1980 ; Habel et Stanford,

1993).

L'initiation du cancer du sein provient d'une prolifération cellulaire incontrdélée et/ou d'une
défaillance des mécanismes de mort cellulaire programmée (apoptose) en raison de dommages
génétiques cumulatifs. Celles-ci conduisent a des altérations génétiques activant les proto-
oncogenes et inactivant les génes suppresseurs de tumeurs (Van de Vijver, 1993 ; Black, 1994).
Ces altérations sont héritées ou acquises sous forme de mutations germinales et somatiques.
Bien que les mutations somatiques puissent résulter d'une exposition a des cancérogénes
environnementaux (physiques ou chimiques) et/ou biologiques (par exemple, des virus) (Hu et
al., 2000), l'agent causal et I'heure du début du cancer du sein sont inconnus dans la population
humaine (Russo et al., 1993a ; 1996). Des études associant le développement normal du sein et
la pathogenese de la carcinogenése mammaire tant expérimentale que spontanée ont montré
que la structure la plus indifférenciée trouvée dans le sein des jeunes femmes nullipares est
équivalente a l'unité lobulaire du canal terminale qui est le site d'origine des carcinomes
(Figure 8) (Wellings ef al., 1975 ; Russo et Russo, 1987 ; 1996). Ces structures indifférenciées
sont a l'origine des néoplasmes les plus agressifs et sont plus nombreuses chez les femmes
nullipares qui présentent un risque plus élevé de développer un cancer du sein (Russo et al.,

1992).

Selon Russo et al., (2000), les tissus mammaires des femmes qui ont accouché étaient
principalement constitués de Lob 3 et d'un trés faible pourcentage de Lob 1. Cependant, les
femmes ayant développé un cancer du sein avaient également un Lob 1 comme leur structure
principale qui était similaire a celles des femmes nullipares. De plus, les femmes qui avaient
développé un cancer du sein avaient des antécédents de premiere grossesse a terme tardive ou
des antécédents familiaux du cancer du sein. L'augmentation du taux d'cestrogenes joue un role
dans le développement du cancer du sein en induisant un stress génotoxique et des mutations

dans le tissu mammaire (Yager et Davidson, 2006 ; Germain, 2011). De méme, il a été observé
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que Lob 1 contenait au moins trois types de cellules : les cellules positives pour ERa qui ne
proliféraient pas, les cellules négatives pour ERa capablent de proliférer et une faible
proportion de cellules positives pour ERa pouvant proliférer. Cela montre que I'cestrogeéne
pourrait stimuler les cellules positives pour ERa a produire un facteur de croissance susceptible
de stimuler la prolifération de cellules voisines positives pour ERa (Figure 8) (Russo et al.,
1993b). La théorie de la hiérarchie cellulaire au niveau de la glande mammaire stipule qu’une
cellule souche mammaire ER non différencié¢e donnera lieu a des cellules qui se différencieront
davantage en cellules matures luminales, lobulaires ou myoépithéliales (Almendro et Fuster,

2011).

Figure 8: Préparations complétes portant un lobule de type 1 (Lob 1) et un carcinome du canal

in situ impliquant plusieurs canaux terminaux (Russo et al., 2000).

Ceci est montré sur la Figure 9, indiquant que trois types différents de cellules sont considérées
comme présentes dans 1'épithélium mammaire, a savoir : les cellules proliférantes négatives
pour le récepteur des cestrogénes (ER-) (Ki67 +), les cellules ER positives (ER +) qui ne
proliferent pas (Ki67—) et une faible proportion de celles-ci et cellules Ki67 +. L’cestrogéne
pourrait stimuler les cellules ER + a produire un facteur de croissance qui, a son tour, stimule
les cellules ER— voisines capables de proliférer. Les cellules ER + Ki67 + qui peuvent

proliférer et qui pourraient étre stimulées par 1'cestrogeéne sont a 1'origine des cellules filles ER
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+ ou probablement des tumeurs. Les cellules ER- peuvent se convertir en cellules ER + lors de

la transformation néoplasique (Russo et al., 1993b).

1.2. Evolution génétique et hétérogénéite moléculaire du génome du cancer

La progression du cancer est un processus évolutif et dynamique d’adaptation clonale a des
microenvironnements en €volution. Au cours de ce processus des cellules tumorales dotées
d’un avantage sélectif commencent a apparaitre lorsque des cellules clonales dominantes et
défavorisées sont sélectionnées, donnant ainsi a la tumeur une composition unique (Waghorne
et al., 1988 ; Price et al., 1990 ; Swanton, 2012). Lors du développement de la tumeur, les
cellules cancéreuses acquierent diverses aberrations, notamment les mutations passageres
(neutres) et conductrices (avantageuses). En raison de la sélection et de I'expansion clonale,
plusieurs sous-clones génétiquement distincts apparaissent et évoluent selon un schéma
d'évolution ramifiée décrit pour divers types de tumeurs solides (Diaz-Cano et al., 2000 ;
Campbell et al., 2010 ; Ding ef al., 2010 ; Yachida et al., 2010 ; Gerlinger ef al., 2012 ; Nik-
Zainal et al., 2012a et 2012b ; Shah et al., 2012 ; Baca et al., 2013 ; Bashashati et al., 2013 ;
Gerlinger et al., 2014 ; Nordentoft et al. , 2014). Cette évolution ramifiée correspond a
plusieurs sous-clones qui présentent un avantage phénotypique dans un environnement
spécifique et évoluent simultanément, ce qui conduit a une hétérogénéité intra-tumorale (Hiley

etal., 2014).

De plus, au cours des métastases tumorales, les cellules tumorales se détachent de la tumeur
primaire vers des sites d'organes distants pour former une tumeur métastatique (Valastyan et
Weinberg, 2011). 11 a été observé dans les cancers du sein, de la prostate et du pancréas que ces
cellules se propagent bien avant que la colonisation métastatique ne devienne cliniquement
évidente (Husemann et al, 2008 ; Rhim et al, 2012). Un ensemencement polychoral et
bidirectionnel entre différents sites tumoraux et une évolution parallele ont été décrits lors de la
propagation précoce et tardive de la tumeur (Klein, 2009 ; Gundem et al., 2015). Les différents
sites tumoraux sont constitués de paysages évolutifs distincts qui conduisent a une
hétérogénéité inter métastatique (Bashashati et al., 2013 ; Haffner ef al., 2013 ; Gundem et al,,
2015 ; Murtaza et al., 2015).

L'existence de sous-populations distinctes de cellules cancéreuses au sein de tumeurs
présentant une tumorigénicité, une résistance au traitement et une aptitude a métastaser
différentes a été décrite dans des études pionnicres sur 'hétérogénéité tumorale ainsi que sur
leur implication clinique (Fidler et Kripke, 1977 ; Fidler, 1978 ; Miller et al., 1983 ; Beca et
Polyak, 2016). Bien que l'initiation de la plupart des tumeurs humaines provienne d'une seule
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cellule, elles présentent de maniere surprenante une hétérogénéité en ce qui concerne leur
potentiel angiogénique et métastatique, leur degré de prolifération, leur expression des
molécules de surface cellulaire et leur morphologie cellulaire au moment du diagnostic
(Heppner, 1984 ; Heppner et Miller, 1983). Depuis la cellule fondatrice individuelle jusqu'a la
détection clinique des tumeurs, il existe des expansions clonales consécutives et une
acquisition constante d'altérations génétiques et épigénétiques ; événements qui contribuent a

la génération d'une hétérogénéité intra-tumorale (Almendro et Fuster, 2011).

Figure 9: Représentation schématique des voies postulées des actions des cestrogenes sur les

cellules épithéliales du sein (Russo et al., 1993a).

La plasticité morphologique et épigénétique avec une variabilité semblable a celle des cellules
souches et des caractéristiques cellulaires plus différenciées initie partiellement 1'hétérogénéité
de la tumeur avec de fortes preuves de clones génétiquement distincts dans la méme tumeur
(Park et al., 2010). L’identification d’une hétérogénéité génétique et clonale importante dans
les tumeurs et les carcinomes du sein, en particulier, pose un défi important en raison de la
résistance thérapeutique et de la difficult¢ a réaliser un diagnostic efficace du cancer, a

concevoir des schémas thérapeutiques efficaces et aussi a réaliser une médecine personnalisée
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(Heppner et Miller, 1983 ; Merlo et al., 2006 ; Marusyk et Polyak, 2010 ; 2016 ; Ellsworth et
al., 2017). Une hétérogénéité tumorale non génétique telle que I"hétérogénéité épigénétique et
une hétérogénéité cellulaire (non héréditaire pour divers phénotypes) ont également été

identifiées (Marusyk et al., 2012 ; Almendro et al., 2013).

Par ailleurs, des caractéristiques phénotypiques montrant une variabilité¢ intra-tumorale
significative d'une cellule a l'autre ont également été identifiées. Il s’agit de : 1'activation des
voies de signalisation, 1'évasion de I'immunité anti tumorale, l'induction de la sénescence, la
production de facteurs sécrétés, la migration, le potentiel métastatique, la capacité
angiogénique, la constitution génétique, les médicaments et 'activation des voies métaboliques
(Beca et Polyak, 2016). Par conséquent, une meilleure compréhension de la composition des
tumeurs, de leur évolution au cours de la progression de la maladie et du traitement offrira de
meilleures méthodes de diagnostic et de conception thérapeutique.

En 2016, Welch a présenté une perspective historique de quatre types d’hétérogénéité tumorale

a partir des travaux de Hepper (1984), a savoir :

e [’hétérogénéité de la population ou différences entre les tumeurs de patients différents : on
parle souvent d’hétérogénéité inter tumorale en faisant référence au caractére unique des
tumeurs provenant du méme type de cellule chez différents patients. Cela montre que
méme si la tumeur de chaque patient est unique, elle partage cependant certaines propriétés.

e [’hétérogénéité intra-tumorale, génétique ou intrinséque : il s'agit d'une hétérogénéité
spatiale au sein d'une masse tumorale unique et plus communément appelée hétérogénéité
intra-tumorale.

e [L’hétérogénéité de position : il s'agit principalement des locus de traits quantitatifs qui
contrdlent les propriétés cellulaires (facteurs d'instabilité oncogéniques et génétiques) qui
contribuent a la variabilité entre les patients.

e [’hétérogénéité temporelle : elle reflete I'évolution de la tumeur au fil du temps (croissance

et développement) ou en réponse au traitement (Welch, 2016).

Néanmoins, les hétérogénéités inter-tumorale, intra-tumorale, positionnelle et temporelle
b
peuvent avoir des origines et des conséquences cliniques différentes dans le cancer (Almendro

et Fuster, 2011).
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1.2.1. Hétérogénéité moléculaire dans le cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie extrémement hétérogene. Cette hétérogénéité se manifeste
dans presque toutes les composantes qui le caractérisent. Il se refléte dans les cellules
tumorales a partir des caractéristiques moléculaires, de leurs caractéristiques fonctionnelles au
moment du diagnostic, ainsi qu’au niveau histopathologie, clinique et moléculaire (Perou ef al.,
2000 ; Sorlie et al., 2001 ; Almendro et Fuster, 2011). Le cancer du sein est la premiére tumeur
solide dans laquelle la classification de son hétérogénéité phénotypique pour les phénotypes
cellulaires a été établie, ainsi que ses implications cliniques et thérapeutiques (Foote et Stewart,
1946 ; Hawkins et al., 1980 ; Teixeira et al., 1996 ; Klein et al., 2002 ; Shipitsin et al., 2007 ;
Torres et al., 2007 ; Young et Louis, 2011).

[.2.1.1. Hétérogénéité inter-tumorale du cancer du sein

L'hétérogénéité inter-tumorale du cancer du sein peut Etre observée dans les sous-types
intrinséques de cancer du sein observés chez différents patients ; luminal A, luminal B, luminal
C, HER2 +, les sous-types normaux et basaux (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 2001), et plus
récemment, le sous-type de claudine faible (Herschkowitz et al., 2007) (Figure 10). En raison
de leur longue durée de vie et de la possibilit¢é d’accumuler les aberrations génétiques
nécessaires a la transformation, les cellules souches mammaires adultes ont ét€¢ proposées
comme cibles de la cancérogenése. En conséquence, les sous-types moléculaires pourraient
provenir de cellules d'origine similaires, mais une accumulation supplémentaire de
modifications génétiques et épi génétiques se développerait en un sous-type ou un autre (Sorlie

etal., 2001).
1.2.1.1.1. Sous-types moléculaires du cancer du sein

Les marqueurs tumoraux sont les outils de classification des sous-types de cancer du sein a des
fins de diagnostic et de traitement. Ces marqueurs sont les récepteurs aux cestrogenes (ER), a la
progestérone (PR) et a HER2/neu (Daly et Olopade, 2015). Les tumeurs luminales A sont
reconnues par l'expression du récepteur aux cestrogenes (ER), la présence ou l'absence de
récepteur a la progestérone (PR) et I'absence d'amplification de HER2. Les tumeurs luminales
B sont reconnues par l'expression du récepteur des cestrogenes (ER), la présence ou l'absence
du récepteur de la progestérone (PR) et l'expression du récepteur du facteur de croissance
épidermique humain 2 (HER2). Les tumeurs HER2 + sont identifiées par le manque

d'expression de ER et de PR et par la présence d'une amplification 17q, la région
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chromosomique qui code pour le récepteur de la tyrosine kinase HER2 qui favorise la
croissance cellulaire. Les tumeurs basales du sein, également connues sous le nom de triple
négatif, sont identifiées par l'absence de ER, de PR et de HER2, ainsi que par la surexpression
de Herl / récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et des cytokératines 5, 6, 14
et 17 (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 2001 ; Carey et al., 2006 ; Ademuyiwa et al., 2011),
tandis que le sous-type ‘’claudin-low’’ enrichit les geénes associés au mésenchyme et aux

cellules souches (Herschkowitz ef al., 2007; Prat et al., 2010).

La présence de récepteurs aux cestrogenes et a la progestérone (ER / PR) décrit un sous-type de
tumeur qui peut étre ciblé par une thérapie de modulation hormonale et par des inhibiteurs de
'aromatase conduisant a un pronostic et a un traitement favorable. L'amplification ou la
surexpression de HER2 renvoie a un sous-type distinct qui peut étre ciblé par les antagonistes
de HER2 (Carey et al., 2006). Les sous-types de tumeurs triple négatifs (ER, PR et HER2) ont
un pronostic et une survie médiocres, car ils ne répondent pas aux thérapies ciblées (Bauer et

al., 2007 ; Reis-Filho et Tutt, 2008 ; Podo et al,, 2010).

La figure 11 montre les voies menant a I’initiation de chaque sous-type moléculaire du cancer
du sein. Le « A » montre la composition cellulaire de 1’épithélium mammaire qui contient une
couche luminale de cellules (canalaires ou lobulaires) entourée d’une couche basale de cellules
myoépithéliales contractiles. Les différents progéniteurs restreints a la lignée qui existent dans
I'épithélium mammaire se différencient en cellules matricielles canalaires, lobulaires et
myoépithéliales matures (la différenciation cellulaire est indiquée par les fleches noires) qui
sont entourées de différents types cellulaires et d'une membrane basale riche en fibres ainsi que
d'un stroma. « B » illustre la hiérarchie épithéliale proposée dans la glande mammaire, qui
indique qu'au cours du développement, une cellule souche du cancer du sein donnera naissance
a des progéniteurs a potentiel double, qui se différencieront davantage en progéniteurs a lignée
restreinte pour la génération de cellules canalaires, lobulaires et myoépithéliales. Sur la base
des similitudes moléculaires entre les cellules normales et les cellules cancéreuses, les cellules
de la glande mammaire a différents stades de différenciation seront les cellules d'origine des

différents sous-types de BC (Almendro et Fuster, 2011).
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Figure 10: Principes concernant les origines, les types et les conséquences de 'hétérogénéité

néoplasique (Welch, 2016).
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Figure 11: Hiérarchie de 1'épithélium mammaire normal et des cellules de sous-types
intrinséques du cancer du sein (Almendro et Fuster, 2011).

1.2.1.2. Hétérogénéité Intra-tumorale du Cancer du Sein

Selon Brown et Fee (2006), la découverte de 1'hétérogénéité intra-tumorale au XIXe siecle peut
étre attribuée a Rudolph Carl Virchow, qui a observé la présence de phénotypes cellulaires
distincts dans les tumeurs. L'affichage de I'hétérogénéité intra-tumorale est observée dans la
majorité des tumeurs au moment du diagnostic et la figure 12 montre 1'hétérogénéité intra-
tumorale dans le diagnostic et le traitement du cancer. La sélection clonale et I'hypothése des
cellules souches ont été identifiées comme étant a l'origine de 1'hétérogénéité intra-tumorale
(Almendro et Fuster, 2011). L’hypothese de sélection clonale stipule que les clones offrant la
meilleure forme physique seront sélectionnés pour un microenvironnement tumoral particulier
au cours de I’évolution de la tumeur, tandis que I’hypothése relative aux cellules souches
stipule que seule une petite partie des cellules tumorales (cellules souches tumorales) est
responsable du maintien et de la progression des tumeurs, quelle que soit leurs cellules

d'origine, en raison de leur capacité unique d'auto-renouvelement et de différenciation des
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cellules tumorales différenciées (Marusyk et Polyak, 2010). Ainsi, 1'hétérogénéité intra-
tumorale est acceptée comme le résultat de la différenciation de cellules de type tige du cancer
du sein en liaison avec la sélection clonale de sous-populations cellulaires particuliéres en
raison des études montrant la présence de ces deux processus dans la voie le cancer du sein

(Marusyk et Polyak, 2010).
1.2.1.3. Cellules Tumorales Circulantes et Disséminées (CTC)

Les cellules cancéreuses viables, libérées d'un carcinome primitif et circulant dans le systéme
vasculaire, portant les altérations génétiques trouvées dans la tumeur primitive, sont appelées
CTC (Fehm et al., 2002). Parce que les CTC sont supposées initier la croissance de dépots
métastatiques dans des organes distants, la capacité de les détecter et de les quantifier dans le
sang périphérique des patientes atteintes d'un cancer du sein peut fournir un marqueur
facilement accessible avec une valeur prédictive et pronostique ¢élevée. La possibilité de
quantifier les CTC par une collecte de sang peu invasive au cours du traitement a conduit a
I’idée d’utiliser les tests de CTC comme « biopsie liquide ». En 2004, une étude menée par
Allard et al., (2004) aupres de 422 patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique et visant
a évaluer la prévalence des CTC dans le sang des patientes métastatiques par rapport aux
individus en bonne santé a montré une nette distinction de la quantité de CTC entre les patients
et les témoins.

Le diagnostic absolu du cancer et 'action sur les thérapies sont souvent compliqués par la
complexité¢ complexe de I'hétérogénéité intra-tumorale des phénotypes cellulaires, selon
laquelle une seule biopsie peut ne pas montrer de maniere adéquate la composition
phénotypique de la tumeur enticre en raison de I'hétérogénéité spatiale présente dans la tumeur.
Par conséquent, il est nécessaire d'échantillonner successivement les caractéristiques de la
tumeur par biopsies, FNA (aspiration a l'aiguille fine) ou c¢tDNA pour guider une prise de
décision équilibrée au cours du traitement, car le diagnostic posé au stade initial de la
présentation risque de ne pas €tre représentatif de 1'évolution incessante de la tumeur au cours
du traitement. Nous avons besoin de biomarqueurs fiables et robustes pouvant montrer avec
précision I'hétérogénéité intra-tumorale menant a de meilleures estimations prédictives des
réponses au traitement et des voies probables d'évolution de la tumeur [Beca et Polyak dans

Stearns (eds.), 2016].
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Figure 12: Hétérogénéité intra-tumorale dans le diagnostic et le traitement du cancer [Beca et
Polyak dans Stearns (eds.), 2016].

La figure 12 illustre I’hétérogénéité intra-tumorale dans le diagnostic et le traitement du cancer.
Globalement, une moyenne de 84 + 885 CTC était observée dans 7,5 ml de sang. 26% des
patients avaient un nombre de CTC supérieur ou égale a 5 CTC dans 7,5 ml de sang alors que
les témoins avaient tous un nombre de CTC dans 7,5 ml de sang inférieur a 5. D’autres études
ont montré que la présence et / ou I’abondance de CTC dans le sang total constituait un facteur
de prévision indépendant et fiable de la morbidité, de la mortalité par maladie, de la réponse
défavorable au traitement et de la récurrence précoce de nombreux types de cancer, y compris
le cancer du sein, (Xenidis et al., 2006 ; Smerage et al., 2014 ; Gong et al., 2016 ; Janni et al.,
2016).

Actuellement, dans le cadre des pratiques cliniques standard, les statuts ER, PR et HER2 sont
¢évalués dans les carcinomes mammaires primaires, mais les données du séquengage du génome
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entier suggerent 1’évolution des cellules tumorales disséminées (DTC) a partir de populations
sous-clonales de cellules dans la tumeur primaire apres diffusion (Meller et al, 2013). Par
conséquent, les bio-marqueurs du cancer et la variation génétique peuvent évoluer au cours de
la progression de la maladie et une discordance moléculaire importante avec des implications
thérapeutiques considérables peut se développer entre la tumeur primitive et les CTC
correspondants (Fehm et al, 2010 ; Sieuwerts et al., 2011). La présence de CTC exprimant
HER?2 a été associ¢e a une augmentation du risque de mortalité, ce qui permet de prévoir une
survie sans maladie et une survie globale médiocres (Ellsworth ef al., 2017). L'hétérogénéité
moléculaire et fonctionnelle observées parmi les CTC est la raison pour laquelle les comptages
de CTC n'ont pas été cliniquement utiles pour prédire les avantages potentiels du traitement
(Bidard et al, 2016). L'hétérogénéité génomique, y compris la perte d'hétérozygotie et de
variantes de I'ADN du géne phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, sous-unité
catalytique alpha (PIK3CA), a été détectée chez des patientes atteintes d'un cancer du sein

métastatique individuel (Pestrin et al., 2015).

Des ¢études, réalisées avec les outils de séquencage de nouvelle génération, portant sur des
genes liés au cancer, ont également observé chez des CTC du méme patient et entre des CTC
de tumeur primitive appariée des tumeurs du sein ER +/ HER2 et triple négatives (Luca et al.,
2016). Des ¢études examinant l'expression de genes et de protéines dans des CTC simples ou
groupés ont révélé une hétérogénéité marquée dans l'expression de bio-marqueurs tumoraux
connus, méme en comparant les CTC d'une seule ponction veineuse (Onstenk et al., 2013). A
partir des données observées, nous pouvons déduire que des informations utiles pour la
conception de thérapies ciblées et le suivi de la réponse thérapeutique peuvent étre obtenues a
partir de 1'utilisation d'une biopsie liquide pour évaluer les signatures génomiques des cellules
cancéreuses en circulation chez tous les patients (Ellsworth et al, 2017). De méme,
I'hétérogénéité des cellules tumorales circulantes et disséminées peut constituer un moyen par
lequel les patients développent une résistance a l'endocrinothérapie ; par conséquent, des
informations cliniques vitales pour un traitement amélioré peuvent étre obtenues a partir de
I'analyse des cellules tumorales circulantes et disséminées (Ellsworth et al., 2017). On peut
donc observer que la charge tumorale totale peut étre plus précisément quantifiée en examinant
plusieurs CTC/DTC chez chaque patient en raison de la grande hétérogénéité des cellules

individuelles (Powell et al., 2012 ; Babayan et al., 2013 ; Gasch et al.,, 2015).

Au-dela du nombre de CTC pour prédire la survie et les récidives, les caractéristiques

fonctionnelles des CTC sont entrain d'étre identifiées pour adapter le traitement et surveiller la
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progression de la maladie (Paoletti et al., 2015). La plupart des études sur les CTC dans le sang
périphérique et/ou les DTC dans la moelle osseuse ont mis I'accent sur l'importance
pronostique de la charge de CTC/DTC, mais des rapports récents montrent que la
caractérisation moléculaire de ces cellules est essentielle a l'optimisation des régimes
thérapeutiques. La complexité génomique globale et les mutations spécifiques du conducteur
présentes dans les cellules disséminées peuvent constituer un facteur important d'échec du
traitement. Par conséquent, 1'évaluation des signatures génomiques de nombreuses cellules
cancéreuses en circulation chez tous les patients peut €tre plus informative que les biopsies
traditionnelles de la tumeur primitive pour la conception de thérapies ciblées et le suivi de la

réponse thérapeutique (Ellsworth et al., 2017).

La figure 13 illustre le processus de progression tumorale. Les cancers sont diis a [’acquisition
de mutations du conducteur, qui entrainent des expansions clonales successives de cellules
tumorales naissantes. Les mutations des pilotes qui se produisent aprés I’émergence d’un
ancétre commun le plus récent donneront lieu a des sous-clones de tumeurs. Les tumeurs
solides liberent également des cellules dans le sang du patient (cellules tumorales circulantes
ou CTC) et des cellules se disséminant dans des organes distants (cellules tumorales
disséminées ou DTC), susceptibles de provoquer des métastases apparentes (Van Loo et Voet,

2014).
1.2.1.3.1. Transition Epithélio-Mésenchymale dans les CTC

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus par lequel les cellules
épithéliales subissent des modifications biochimiques leur faisant perdre leur polarité cellulaire
et leur adhésivité cellule-cellule, acquérant ainsi les propriétés couramment observées dans les
cellules mésenchymateuses, telles que la motilité, I'envahissement et la résistance a l'apoptose
(Kalluri et Weinberg, 2009). Les EMT jouent un réle important dans la progression des cancers
épithéliaux tels que le cancer du sein et peuvent étre induits par un large éventail de cytokines
et de facteurs de croissance tels que le facteur de croissance transformant (TGF) -f (Singh et
Settleman, 2010). La progression tumorale est facilitée par l'activation du programme EMT a
travers la génération de cellules stromales activées qui dirigent la progression du cancer par le
biais de modifications de la structure et de la biochimie du microenvironnement tumoral.
L'augmentation de la malignité du phénotype des cellules souches peut étre stimulée par les
médiateurs de I'EMT ainsi que par le déclenchement du mécanisme invasif et anti-apoptotique

(Nistico ef al., 2012). Les cellules qui se disséminent a partir du carcinome primaire subissent
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une activation aberrante de I'EMT, perdent leurs caractéristiques épithéliales et acquicrent

davantage de phénotypes de type mésenchymateux (Bonnomet et al., 2010).

Tissu tumoral solide suivant

Biopsie liquide

Aspiration de la moelle osseuse

Figure 13: Voie vers la cancérogenese (Van Loo et Voet, 2014).

Les CTC isolés de patients atteints d'un cancer du sein présentent une variabilité importante
dans l'expression de la molécule d'adhésion des cellules épithéliales (EpCAM) et d'autres
marqueurs ¢épithéliaux. Les patients atteints d'un cancer du sein métastatique peuvent étre
porteurs de plusieurs populations de CTC définies par la présence de marqueurs épithéliaux, et
de marqueurs mésenchymateux. L'analyse des CTC capturées dans le sang total de patientes
atteintes d'un cancer du sein a défini cinq catégories de cellules présentant exclusivement des
caractéristiques épithéliales, intermédiaires et exclusivement mésenchymateuses (Yu et al.,
2013). La fraction de CTC co-exprimant les marqueurs €pithéliaux et mésenchymateux a été
associée de maniere significative a une survie sans progression et a une survie globale plus

médiocre (Bulfoni ef al., 2016). Les CTC en cours de TEM ou en transition vers un phénotype
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de cellules mésenchymateuses peuvent fournir des informations importantes sur la progression
tumorale et les métastases, mais les technologies actuelles d'enrichissement du CTC qui ciblent
spécifiquement les marqueurs épithéliaux pour différencier les CTC des autres types de
cellules peuvent sous-estimer le nombre de CTC et potentiellement manquer des sous-

populations critiques de cellules en cours ou ayant terminé la TEM (Hyun et al., 2016).

En raison de l'impossibilité de détecter complétement les populations hétérogenes dans les
CTC, une protéine vimentine, a la surface des cellules, a montré des résultats prometteurs dans
les CTC EMT chez les patients atteints d'un cancer épithélial visant a améliorer la détection et
l'isolement des CTC présentant des caractéristiques mésenchymateuses (Satelli ef al., 2015). La
détection des CTC chez les patientes atteintes d'un cancer du sein et soumises a une
chimiothérapie néoadjuvante a été considérablement améliorée par la combinaison de la
molécule d'adhésion cellulaire du mélanome (MCAM) enrichie en EpCAM que lorsque
EpCAM est utilisé seul (Onstenk et al, 2015). Par conséquent, dans le cadre d'une méthode
saine de biopsie liquide, ces études montrent des sous-populations cliniquement pertinentes de

CTC (Ellsworth et al., 2017).
1.2.1.3.2. ADN libre et tumoral circulants des tumeurs

Les fragments d'ADN non encapsulés qui sont libérés dans la circulation sanguine et d'autres
liquides corporels au cours de l'apoptose, de la nécrose et de la phagocytose des macrophages
sont connus sous le nom d'ADN libre et circulant (cfADN) (Ellfworth et al., 2017). Une partie
de 'ADNc appelé ADN tumoral circulant (ADNct) est rapidement ¢éliminée du corps quelques
heures aprés sa production, bien qu'il y soit plus d'abondance que les CTC et que les cas
observés chez les patientes atteintes d'un cancer du sein représentent la composition
mutationnelle de CTC individuels (Shaw et al., 2016). Leon et al., (1977) ont observé que le
cfDNA était plus présent chez les patients cancéreux, en particulier ceux atteints de métastases
(209 £ 39 ng / ml) que chez les patients non métastatiques (100 = 30 ng/ml, p < 0,02) que chez

les patients en bonne santé.

Bien qu'il y ait eu cohérence entre la mutation du gene P/IK3CA dans I'ADN circulant de
tumeur primaire correspondant et dans le plasma provenant de patients atteints d'un cancer du
sein (Board et al, 2010 ; Higgins et al., 2012), 1'hétérogénéit¢ génomique avec des
conséquences cliniques potentiellement importantes entre les carcinomes et I'ADNc ont été
identifiés via le séquencage de nouvelle génération d'ADNc (Butler er al, 2015). Par

conséquent, cela peut indiquer un outil précieux pour surveiller la progression du cancer du
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sein en vue d'un échantillonnage en temps réel non invasif de la réponse au traitement chez les
femmes atteintes d'un cancer du sein métastatique (Dawson et al., 2013 ; Canzoniero et Park,

2016).
I.3. Facteurs de risque épidémiologiques du cancer du sein

Des études épidémiologiques ont été menées pour identifier les facteurs de risque potentiels du
cancer du sein, car il n’existait aucun traitement efficace capable de guérir ou de prévenir la
maladie (Adebamowo et al., 2005 ; Becker et al.,, 2007). On sait que le cancer du sein est un
processus complexe pouvant résulter d'un ensemble de facteurs pouvant étre biologiques ou
gynécologiques, d'antécédents génétiques/familiaux, d'hormones, d'environnement et de modes
de vie (Gross, 2000 ; Jemal et al., 2011). En 2004, I'Organisation mondiale de la santé a
documenté que les taux de cancer du sein avaient augmenté de 0,5% depuis 1987, dont environ
10% a 15% étaient attribués a une prédisposition génétique héréditaire. Les facteurs de risque
associés positivement au risque de cancer du sein comprennent : I'obésité (en particulier
'obésité post-ménopausique), 1'adiposité centrale, 1'augmentation de la taille, des antécédents
familiaux de cancer du sein et d'autres cancers, des antécédents d'affection mammaire bénigne
(hyperplasie atypique), des antécédents personnels de cancer du sein, la consommation
d'alcool, les antécédents de reproduction (age précoce de la ménarche, age avancé de la
ménopause, nulliparité, age tardif de la premiére grossesse a terme - premier enfant apres 1’age
de 30 ans), les mutations des genes BRCA, CHEK?2 et PALB2, certaines conditions génétiques
(telles que Ataxia telangiectasia, les syndromes de Li-Fraumeni, Cowden et de Peutz-Jeghers),
'exposition aux rayonnements ionisants, le traitement hormonal substitutif, les contraceptifs
oraux et une activité physique réduite (Schatzkin et al., 1987; Adebamowo et Adekunle, 1999 ;
Anyanwu, 2000 ; Adebamowo et al., 2003 ; Okobia et al., 2006 ; Huo et al., 2008 ; Ogundiran
etal., 2012 ; Qian et al., 2014 ; Hou et al., 2014).

Bien que les effets protecteurs de niveaux d'cestrogénes endogenes plus bas au cours de la vie
dis a l'age tardif a la ménarche, 1'age précoce a la ménopause, l'age précoce a la maternité
(premier enfant avant 1'age de 30 ans), la multiparité et 1'allaitement prolongé semblent avoir
¢té bien établis a partir d'études menées ; chez les femmes africaines, la multiparité et
l'allaitement prolongé tendent a étre des facteurs de risque de cancer du sein dans certains pays
africains tels que le Sénégal, ou cela a été observé chez plus de 50% des patientes ayant au

moins cinq enfants et ayant allaité leurs enfants (Mbaye et al., 2014 ).
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Il convient toutefois de noter que les facteurs de risque de cancer du sein peuvent varier en
fonction des sous-types de cancer du sein, car il s’agit d’une maladie hétérogéne pouvant varier

d’une population a I’autre (Huo et al., 2008).
I.3.1. Facteurs de risque de reproduction associés au cancer du sein
L.3.1.1. Age a la ménarche et 4ge a la ménopause

La ménarche est le début de la menstruation. Lorsqu’elle se produit chez un individu avant
I’age de douze ans, la ménarche est dite précoce. La ménopause, en revanche, est la fin du
cycle menstruel, caractérisée par une chute des niveaux hormonaux (en particulier les
cestrogeénes et la progestérone) dans le corps lorsque les ovaires arrétent la production des
hormones. Les deux sont des marqueurs qui représentent respectivement le début et la fin de
l'activité ovarienne et l'activité endocrinienne associée a la reproduction chez la femme. La
ménarche précoce et la ménopause tardive soumettent la femme a une exposition prolongée
aux hormones stéroidiennes produites par les ovaires qui influent directement sur le
développement et la fonction du sein, ce qui augmente le risque de cancer du sein
(Adebamowo et al., 2003 ; Kapil et al., 2014). L'age tardif a la ménarche a été associé a une
diminution du risque de cancer du sein chez les femmes non ménopausées que chez les femmes
ménopausées (Kelseyet et al., 1993 ; Clavel-Chapelon et Gerber, 2002 ; Al-Ajmi et al., 2018).
En exemple, une ¢tude de Huo et al., (2008) a montré qu’un retard de 2 ans dans les premicres
régles produisait une réduction de 7% du risque, ce qui correspond a une réduction de 10%

observée dans une étude multicentrique internationale (Hsiehet ef al., 1990).
I.3.1.2. Age a la premiére grossesse a terme et 2 la premiére naissance vivante

L'age a la premicre grossesse a terme est significativement associé€ au risque de cancer du sein
(Okobia et al., 2006). Le nombre total de cycles menstruels au cours de la vie d’'une femme est
réduit par la grossesse qui soumet les cellules du sein a I’exposition a des cestrogénes en
circulation. Avoir une grossesse a terme a moins de 30 ans ou a un age précoce a €té associé a
une probabilité réduite de développer un cancer du sein, méme parmi les porteurs du géne
BRCA, tandis qu'une premiére grossesse a terme a un age plus avancé (plus de 30 ans) peut
initier la croissance de cellules tumorales existantes (Evans et al., 2018). Pour ce qui est du
nombre de grosesses a terme, il existe une controverse concernant sont aspect protecteur
(Kelsey et al, 1993). L'analyse de 47 ¢études épidémiologiques a montré que chaque
accouchement réduisait le risque relatif du cancer du sein de 7% en I'absence d'allaitement et

que chaque enfant allaité correspondait a une diminution de 3,4% du risque (Collaborative
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Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002). Dans une étude menée au Nigéria, il n'y
avait pas d'association significative entre 'dge a la premiére naissance vivante et le risque de
cancer du sein, ce qui s'oppose a l'observation d'é¢tudes menées principalement auprés de
populations caucasiennes et asiatiques (Wohlfahrt et al., 2001 ; Clavel-Chapelon et Gerber,
2002 ; Albrektsen et al., 2005 ; Neale et al., 2005 ; Tamakoshi et al., 2005 ; Huo et al., 2008).
Kotsopoulos et ses collaborateurs (2007) ont également observé que l'age a la premicre
naissance vivante ne protégeait pas les porteurs de la mutation du géne BRCA du risque de
cancer du sein. De méme, une augmentation transitoire du risque de cancer du sein apres la

grossesse a été également rapportée (Chie et al., 2000).
1.3.1.3. Parité, allaitement et cancer du sein

La parité est depuis longtemps associée au risque de cancer du sein : elle a été multipliée par
2,2 chez les femmes nullipares par rapport aux femmes paroissiales et le nombre de grossesses
associé a un risque réduit ou accru de maladie (Gajalakshmi et al., 1998 ; Rao et al., 1994 ;
Chang-Claude et al., 2000 ; Huo et al., 2008). Une parité supérieure de trois ou plus était
positivement associée au cancer du sein inférieur, ce qui n’a pas été observé dans une étude sur
des patientes atteintes du cancer du sein au Nigéria et au Sénégal (Rao ef al.,, 1994 ; Sweeney

et al., 2004 ; Neale et al., 2005).

De méme, l'allaitement prolongé a été associé¢ a une réduction du risque de cancer du sein car
les substances cancérogeénes chimiques potentielles sont éliminées de I'organisme pendant

l'allaitement (Furbery et al., 1999 ; Bernier et al., 2000).
I.4. Caractéristiques cliniques et pathologiques du cancer du sein

La majorité des patientes présentant un cancer du sein sont souvent traitées avec une thérapie
ciblée qui cible une voie moléculaire spécifique, inhibant ainsi 'activité de la tumeur dans cette
voie clé. Parmi ces traitements figurent la thérapie néo-adjuvante, la thérapie adjuvante et la
polychimiothérapie. En dépit du risque associé, des adjuvants et une polychimiothérapie sont
administrés aux patientes afin de réduire le risque de récurrence et de déces, dans la mesure ou
cette maladie vise a éliminer les dépots micro métastatiques a distance. Il sera donc utile de
sélectionner avec soin les patientes qui bénéficieront le plus de ces traitements : en identifiant
celles qui peuvent abriter des micrométastase silencieuse (Early Clinical Trials Research Group
for Breast Cancer, 1998). Ces sélections de patientes sont réalisables en identifiant des facteurs
pronostiques et prédictifs bien établis pour chaque patiente. Bien que les facteurs prédictifs

soient des mesures identifiables associées a la réponse de la patiente a un traitement particulier
31



et utilisés pour déterminer le traitement appropri¢é pour chaque patiente, les facteurs
pronostiques sont des mesures présentes au moment de la chirurgie, qui sont corrélées au fait
que la maladie soit libre / globale survie d’une patiente en I’absence de traitement adjuvant
systémique en corrélation avec I’histoire naturelle de la maladie, ils permettent de mieux
sélectionner les patientes dont la maladie risque davantage de survenir sans traitement adjuvant
(Cianfrocca et Goldstein, 2004). Le tableau I présente un résumé des facteurs pronostiques et

prédictifs du cancer du sein.

Tableau I : Résumé des facteurs pronostiques et prédictifs

Facteurs Pronostique Prédictif
Lymphe Oui -
Tumeur Oui -
Invasion lympho-vasculaire Oui -
Marqueurs de prolifération Oui -
Origine éthnique Peut-étre -
Age Oui -
Statut ER / PR Oui Oui
HER?2 / neu Oui Oui
uPA/PAI Oui Oui
Profilage génétique Oui Oui

Les génomes de tumeurs subissent des changements qui modifient leurs structures et affectent
leurs fonctions a la suite de mutations conduisant a la formation et a la progression de
croissances néoplasiques ou métastatiques (Theillet, 2010). Le cancer étant une maladie
multifactorielle, outre sa prédisposition génétique, plusieurs facteurs clinico-pathologiques

influent sur I'évolution du cancer du sein.

Hankinson et al., (2004) ont déclaré que le cancer du sein était principalement une maladie
post-ménopausique, plus des trois quarts des tumeurs réagissant aux hormones. Cette tendance
est en train de changer rapidement car il a été observé qu’elle prévalait au cours des dernicres
années chez les femmes non ménopausées (Udoakang et al., données non publiées). Cette
dépendance hormonale provoque des facteurs environnementaux et génétiques qui déterminent
I’incidence et la progression de la maladie en fonction de plusieurs facteurs cliniques et
pathologiques tels que 1’age au moment de la présentation, le stade de la tumeur, le grade
tumoral, le type histologique, 1’atteinte des ganglions lymphatiques, les métastases, la taille de

la tumeur.

Bien que le cancer du sein soit moins fréquent chez les femmes plus jeunes dans les pays

développés (11% des cas de cancer du sein chez les jeunes femmes) (Marina, 2010), il est
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généralement diagnostiqué chez des femmes plus jeunes en Afrique subsaharienne dont 1'age
moyen est compris entre 40 et 50 ans et ils se présentent également a des stades avancés III ou
IV avec des ganglions axillaires et des métastases distantes (Huo et al., 2009). Les tumeurs du
sein chez les jeunes femmes présentent généralement des caractéristiques plus agressives,
notamment une taille de tumeur plus importante, une incidence plus élevée de tumeurs mal
différenciées, des ganglions lymphatiques positifs, des taux de prolifération élevés, une
expression plus é¢élevée du récepteur du facteur de croissance épidermique (HER2) et une

absence de récepteurs endocriniens (Bleiker et al., 1999).
L.5. Instabilité génétique

La compréhension des mécanismes moléculaires a la base de I'évolution du cancer a été de
mieux en mieux connue, car l'activation des oncogenes et l'inactivation des genes suppresseurs
de tumeurs sous-tendent la carcinogenése. Les tumeurs se développent a la suite de plusieurs
altérations génétiques et le taux de mutation des cellules somatiques s’avere trop faible pour
expliquer le nombre de mutations nécessaires a la carcinogenese d’une cellule (Batistatou et

al., 2004).

Le terme instabilit¢ génomique (ou génétique) indique la tendance accrue des cellules
tumorales a acquérir de nouvelles mutations lors de la division cellulaire. La simple
observation de multiples mutations dans une tumeur est un « état » alors que l'instabilité
génomique est un « taux » bien qu'elles aient été observées simultanément dans la plupart des
cas dans la méme tumeur (Lengauer et al., 1997). Le terme « instabilité » est utilis¢ dans de
nombreux cas pour indiquer « 1'état » de multiples mutations dans les cancers car il est difficile
et exigeant expérimentalement de prouver les changements de « taux ». Le développement de
l'instabilité génétique est une premicre étape critique vers la cancérogenese et les études
moléculaires fournissent des preuves permettant d'expliquer le développement et la progression
du cancer au niveau cellulaire. Cela a conduit a l'identification d'aberrations moléculaires
spécifiques et de biomarqueurs appelés agents ciblés (Niederacher et al, 1996 ; Kim et al.,
2004 ; Dienstmann et al, 2015; Rubio-Perez et al., 2015). Le phénotype d’instabilité
génétique, qui caractérise la plupart des tumeurs solides, est essentiellement classé en au moins

trois formes :

e L’nstabilité des microsatellites (MSI) associée au phénotype de mutateur en raison de la

mutation de génes de réparation incompatibles ;
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e L’nstabilité des chromosomes (CIN) reconnue par des anomalies chromosomiques
globales et le signe distinctif des tumeurs aneuploides associé a l'activation d'oncogenes
et / ou a l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (Modrich, 1994 ; Charames et

Bapat, 1998 ; Lengauer et al., 1998).

e Le phénotype méthylateur de I'illot CpG (CIMP) qui chevauche généralement 1'ISM
sporadique et se retrouve dans la plupart des tumeurs présentant des mutations dans

I'oncogéne BRAF (Jass, 2005 ; 2007).

Bielas et al. (2006) ont suggéré une autre forme d'instabilité appelée « instabilité de mutation
ponctuelle » (PIN) basée sur l'estimation du taux d'acquisition de mutations ponctuelles
aléatoires dans une tumeur par opposition a des cellules normales. Ils ont rapporté que les
mutations ponctuelles se produisent 200 fois plus souvent dans les cancers que dans les cellules
normales. En 2006, le nombre moyen de mutations nucléotidiques dans les cancers du sein et
colorectal a été estimé a environ 100, dont 20 pourraient jouer un rdle causal (Sjoblom et al.,

2006).

Le systtme MMR est un systeme de réparation de 'ADN hautement conservé qui contribue
principalement au maintien de la stabilit¢ génomique par la correction de paires de bases non
appari¢es (Friedberg et al, 2005). Le phénotype d'instabilit¢ des microsatellites, 1'un des
dysfonctionnements causés par le dysfonctionnement du MMR, a été rapporté dans différents
types de tumeurs sporadiques et est bien normalisé pour le cancer colorectal. Il conduit a la
génération de nouveaux alleles de tailles tres différentes du type sauvage et est associé a un
pronostic amélioré, une survie supérieure du patient, un bon prédicteur de la réponse au cancer
et une résistance a certaines chimiothérapies (Rubic ef al, 2003). Le systeme revét une
importance capitale pour la rectification des inadéquations de séquences d'ADN lors de la
réplication de I'ADN (Gelsomino et al, 2016). Ce mécanisme de réparation de
mésappariement post-réplicatif, responsable du maintien de l'intégrité génomique, reconnait et
répare les nucléotides désappariés au cours de la synthése de I'ADN qui émergent du
glissement du brin de I'ADN polymérase, ce qui conduit a une incorporation erronée. Ce
systtme de réparation est compos¢ principalement de quatre des six protéines humaines
(homologue mutL 1 - MLH1, homologue PMS1 2 - PMS2, homologue mutS 2 - MSH2 et
homologue mutS 6 - MSH6 ou homologue mutS 3 - MSH3) interagissant entre eux pour
détecter les inadéquations et couper afin que ’ADN polymérase et I’ADN ligase puissent
resynthétiser et relier le brin d’ADN correct (Vilar et Gruber, 2010).
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Le fait que le systtme DNA MMR ne répare pas les erreurs qui se produisent lors de la
réplication de I'ADN entraine un phénomeéne appelé instabilité des microsatellites (MSI). Ce
phénotype est caractérisé par une accumulation accélérée de mutations nucléotidiques uniques
et par des altérations de la longueur de séquences microsatellites simples et répétitives qui
surviennent de maniére omniprésente dans le génome des organismes (Schlotterer et Harr,
2014). Par conséquent, la présence de MSI dans le tissu tumoral est associée a certaines
caractéristiques cliniques et pathologiques uniques. Une meilleure compréhension de la
composition et de I'évolution des tumeurs au cours de la progression de la maladie et du
traitement améliorera le diagnostic du cancer et la conception des thérapies. (Boland et al.,
1998). La figure 14 présente I’illustration du processus du systeme ROR chez les eucaryotes, la

plupart des bactéries et E. coli.

Chez les eucaryotes, l'incorporation erronée d'une base lors de la réplication de I'ADN entraine
une inadéquation de I'ADN. MutSa reconnait les mésappariements base-base et MutLa entaille
le c6té 3° ou 5° de la base non appariée sur le brin discontinu (Kadyrov et al., 2006). Le
segment d’ADN résultant est excisé par I’exonucléase EXO1 en coopération avec la protéine
de liaison a ’ADN simple brin RPA. Le brin d'ADN est encore synthétis¢ par 'ADN
polymérase & et 'ADN ligase 1. Dans la plupart des bactéries, les bases mal appari¢es sont
reconnues par MutS. Apres l'incision du brin discontinu par MutL, le brin d'ADN contenant
des erreurs est éliminé par les fonctions coopératives des ADN hélicases, telles que UvrD, les
exonucléases Rec] et Exol et la protéine de liaison a I'ADN simple brin, SSB. L'ADN
polymeérase III et I'ADN ligase comblent le vide pour achever la réparation. MutS reconnait des
bases incompatibles dans E. coli. Le MutL interagit avec le complexe et le stabilise.
L'endonucléase MutH est activée pour inciser le site GATC non méthylé afin de créer un point
d'entrée pour la réaction d'excision. L'ADN hélicase, une protéine de liaison a I'ADN simple
brin, et plusieurs exonucléases sont impliquées dans la réaction d'excision. Les PDB ID des
structures cristallines dans cette figure sont 208B (MutSa humain), 1H7S (MutLa humain),
1L10 (RPA humain), 3IAY (ADN polymérase humaine 9), 1X9N (ADN ligase 1 humaine),
1E3M (MutS bactérienne), 1B63 (MutL bactérienne), 2AZO (E. coli MutH), 2IST (UvrD
bactérienne), 2ZX0O (Rec] bactérienne), 3C95 (Exol bactérienne), 2CWA (SSB bactérienne),
2HQA (ADN polymérase III bactérienne) et 20WO (ADN ligase bactérienne) (Fukui, 2010).

Parmi les génes MMR impliqués dans le systtme MMR, le gene MSH2 donne les instructions
pour la production d'une protéine de réparation de 'ADN qui corrige les erreurs commises lors

de la réplication de I'ADN afin de préparer la division cellulaire. La protéine MSH2 s'associe a
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l'une des deux autres protéines, MSH6 ou MSH3 (chacune produite a partir d'un gene
différent), pour former un complexe protéique qui identifie les sites d'erreur de réplication de
I'ADN sur I'ADN. Le complexe protéique hétérodimére MLH1-PMS2 répare les erreurs. Le
gene MLH] fournit des instructions pour fabriquer la protéine MLH1 essentielle au mécanisme
de réparation de I'ADN. La protéine corrige les erreurs commises lors de la réplication de
I'ADN afin de préparer les cellules a la division cellulaire. La protéine MLH]1 ainsi que la
protéine PMS2 qui est produite a partir du géene PMS2 forment un complexe protéique
hétérodimére. Le complexe synchronise les activités d'autres protéines de réparation des
erreurs de réplication d'ADN. Une section de 'ADN contenant I'erreur de réplication est retirée
et remplacée par une séquence d'ADN corrigée (Genetics Home Reference, 2018). Les taux de
mutations microsatellites sont significativement ¢élevés en l'absence de protéines MMR :
hMLH1, hMSH2, hMSH6 et hPMS2 (Nakagawa et al., 2004 ; Baudhuin et al., 2005 ; Bellizzi
et Frankel, 2009 ; Akoum et al., 2009).
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Figure 14: Représentation du systtme MMR chez les eucaryotes, la plupart des bactéries et
chez E. coli (Fukui, 2010).

La figure 15 est une représentation schématique des étapes impliquées dans la fonction de
réparation d'ADN mal apparié. «A» montre une incompatibilité unique ot MSH2 — MSH6
(MutSa) reconnait les incompatibilités simple paire de bases que 'ADN polymérase a mal
appariées (correspondance inappropri¢e de la base G avec la base T sur le brin de matrice
(montré de gauche a droite), et crée une pince glissante autour de I'ADN : I'échange de
'adénosine triphoshpate (ATP) contre 1'adénosine diphosphate (ADP) par MSH2 (et non par
MSH6 ou MSH3) est nécessaire a cette étape. Le complexe MLHI1-PMS2 (MutLa) se lie
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ensuite au complexe précédemment formé sur le site mal assorti (2 droite). Ce complexe de «
matchmaker » se déplace le long de la nouvelle chaine d’ADN jusqu’a ce qu’il rencontre le
complexe ADN polymérase. Le complexe exonucléase et la resynthése sont illustrés en « B »,
ou la pince glissante de la prot¢ine DNA MMR interagit avec I’exonucléase 1, I’antigéne
nucléaire de cellules en prolifération (PCNA) et ’ADN polymérase. Ce complexe excise
ensuite le brin fille jusqu’au site du mésappariement et tombe de I’ADN menant a la survenue
d’une resynthése qui corrige. La « C » indique la boucle d’insertion /suppression et les
variations dans les complexes MutL. Alors que MSH2 — MSH6 reconnait les asymétries d'une
paire unique et de petites IDL, MSH2 — MSH3 (MutSP) reconnait les IDL plus grandes
(illustrées a gauche). Le co6té droit montre les interactions possibles avec différents diméres de
MutL, car MLH1 peut se dimériser avec PMS2, PMS1 ou MLH3. L'interaction préférée avec
MSH2 — MSH3 est MLH1 — MLH3 (MutLy), mais le role précis des autres hétérodimeres de

MutL dans cette réaction n'est pas entierement compris (Boland et Goel, 2010).

Le cancer du sein a de nombreuses entités biologiquement diverses, des caractéristiques
pathologiques distinctes et des implications cliniques et est devenu un probléme croissant pour
les femmes des pays a ressources faibles et moyennes. Les preuves accumulées dans la
littérature suggerent que l'instabilité génomique joue un role critique dans son étiologie et que
les tumeurs instables présentent des comportements distincts qui conduisent a des réponses de
traitement différentes (Ding et al., 2010). L'instabilité des microsatellites qui découle d'une
erreur dans le systéme de réparation inadéquat est 1'une des cibles actuellement explorées, en
particulier avec les succes actuels du cancer du sein chez les patientes présentant un sous-type

de cancer du sein triple négatif (Kok et al., 2017 ; Hu et McArthur, 2018).
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Figure 15: Le systtme DNA MMR fonctionne en plusieurs étapes (Boland and Goel, 2010).

1.5.1 Microsatellites

La plupart des erreurs de réplication qui se produisent lors de la synthése de I'ADN sont
corrigées par le systeme de réparation de mésappariement, qui reconnait et corrige les
insertions, les délétions et les substitutions de bases. Ce processus commence par la liaison du
complexe protéique MutS a la séquence de mésappariement. Les deux homologues de MutS ;
MutSa (MSH2-MSH6) et MutSB (MSH2-MSH3) se sont révélés étre respectivement impliqués
dans la réparation de I’insertion-délétion (correspondances) et des mésappariements base-base
uniques. Ils ont aussi la capacité de réparer I’insertion-délétion d’un brin (Kunkel et Erie,

2005 ; Kadyrov, et al, 2007). La liaison de MutS a la séquence de mésappariement est le
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signale pour que le complexe protéique MutL analyse la région voisine du brin d'ADN
nouvellement répliqué, a la recherche d'une entaille (rupture d'un brin). Le processus de
réparation est activé par un processus de dégradation d’une portion du brin néosynthétisé

contenant 1’erreur, suivi par la synthése du brin d'ADN (phase de correction) (Bergfors, 2014).

Les microsatellites sont généralement des répétitions de 10 a 60 fois de la méme base ou
séquence de bases, avec une longueur unitaire allant d’une a six bases. Ils sont retrouvés dans
les régions codantes et non codantes du génome. Les ADN polymérases sont plus enclins a
commettre des erreurs dans ces régions, soit en insérant des bases supplémentaires en cas de
glissement sur le brin synthétisé, soit en les retirant en cas de glissement sur le brin matrice, ce

qui conduit a des brins d'’ADN incompatibles.

IIs peuvent étre classés en fonction du type ou du nombre de séquences répétées. Le tableau 11
présente les différentes terminologies utilisées pour décrire les microsatellites. Les répétitions
mononucléotidiques sont des répétitions des mémes nucléotides dont certains effets néfastes
possibles ont ét¢ découverts, en particulier pour ceux trouvés dans la région codante de 'ADN
(Wagner et al., 1990). Ces répétitions sont susceptibles de glisser lors de la transcription et de
la traduction et entrainent donc une perturbation de la fonction des produits géniques pour
lesquelles elles sont codées (Gurvich et al, 2003 ; Baranov et al, 2005). Le risque
d'augmentation de la mutation du décalage de cadre ayant des conséquences graves lors de la
réplication de I'ADN est fortement associé aux répétitions mononucléotidiques et a la présence
d'insertion / délétion (indels), car de longues répétitions mononucléotidiques peuvent échapper
au systeme de ROM menant a une instabilité¢ génomique (Kroutil et al., 1996 ; Tran et al., 1997
; Strauss, 1999). De méme, les répétitions mononucléotidiques C/G sont plus instables que
celles A/T chez Escherichia coli, les levures et les cellules de mammiferes (Sagher et al., 1999
; Harfe et Jinks-Robertson, 2000 ; Boycheca et al., 2003). Les autres répétitions mentionnées
ci-dessus comprennent : les dinucléotides, les trinucléotides, les tétranucléotides et les

pentanucléotides.
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Tableau II : Terminologie des microsatellites

Nom de Microsatellites Motifs de Microsatellite
Mononucleotide: (T)21 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
Dinucleotide: (TA)o TATATATATATATATATA
Trinucleotide: (CTG)s CTGCTGCTGCTGCTG
Tetratanucleotide: (AAAG)10 AAAGAAAGAAAGAAAG...AAAGio.
Pentanucleotide: (AAAAT)g AAAATAAAATAAAAT... AAAATs
Hexanucleotide: (GGGGCC);3 GGGGCCGGGGCCEEEGEEC
Microsatellite interrompu TTTTTTTCCCCTTTTTTTTTTTTT
Microsatellite imparfait [TTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTT

Microsatellite compose (CG)s(AC)1s CGCGCGCGCGACACACACAC...ACs

La classification des microsatellites selon les types comprend : microsatellite interrompu,
parfait, imparfait et composé. Un microsatellite parfait a une base ininterrompue qui répete
celle de la séquence de motifs tandis qu'un microsatellite imparfait a une paire de bases non
appariées n'appartenant pas a la séquence entre les motifs de séquences répétées (Oliveira et
al., 2006). Un microsatellite interrompu a une petite répétition de séquence sans
correspondance dans les séquences de motifs répétés lorsque les motifs de séquence d'un
microsatellite composé contiennent deux répétitions de séquences adjacentes et distinctives

(Oliveira et al., 20006).

Les cancers MSI sont associés a des taux de mutation multipliés de 100 a 1 000 fois. Des
mutations faux-sens qui résultent de défauts dans le systtme de MMR d'ADN (Modrich, 1987 ;
Fishel et al, 1993 ; Bronner et al., 1994 ; Liu et al, 1994 ; Papadopoulos et al, 1994 ;
Eshleman et al., 1996). Apres la réplication de I'ADN, la machinerie du MMR glisse le long de
I'ADN et cible les inadéquations pour étre corrigées lorsqu'elle les rencontre. Les patients
présentant un défaut dans l'un de ces composantes ou dans un geéne en amont de MSH2 qui
code pour EPCAM et conduit a une perte d'expression de MSH2 lors d'une mutation
(Ligtenberg et Kuiper, 2009) développent des mutations de décalage en chaine conduisant a
des produits protéiques tronqués. Les génes les plus souvent affectés sont TGFBRII, ACVR2A,
TCF4, IGF2R, BAX, MSH6 et MSH3 (Markowitz et al., 1995 ; Umar et al,, 2004a ; Cancer
Genome Atlas Network, 2012). La figure 16 est une représentation schématique des étapes

impliquées dans la fonction de réparation d'ADN mal apparié.
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Les MSI conduisent a un phénotype d'erreur de réplication positive (RER +), caractérisé par
une instabilité entrainant des mutations de décalage de petites séquences d'ADN répétitives
(microsatellites) dispersées dans le génome humain, en séquences codantes et non codantes
(Modrich, 1994 ; Karran, 1996 ; Lengauer et al, 1998). Par conséquent, l'expansion ou la
contraction des microsatellites die a I'augmentation ou a la diminution du nombre d'unités
répétées donne lieu a ce phénotype (Al-Sukhni et al., 2008). Cela se produit souvent en raison
de [l'incapacité des geénes de réparation de mésappariement (MMR) a réparer les
mésappariements d'ADN conduisant a la génération de bases insérées et/ou supprimées lors de
la réplication (Ashktorab et al., 2003 ; 2005 ; 2008 ; Azadeh et al., 2008). Ce phénomene
produit de nouveaux alléles qui sont détectés comme des changements de taille d'alléle entre

I'ADN normal et 'ADN tumoral.

La MSI est donc l'une de ces voies d'aberration moléculaire par lesquelles les tumeurs sont a
l'origine (Abdel-Rahman, 2008 ; McMurray, 2010). Bien que les MSI soient classiquement
attribuées a des défauts génétiques, il existe également des facteurs épigénétiques qui sont
apparus tout aussi dommageables pour le controle du cycle cellulaire, tels que
I'hyperméthylation de la région promotrice du géne de 'ADN MMR en tant que mécanisme
épigénétique qui réduit au silence les genes qui contribuent et peuvent conduire a la
tumorigeéne (Kane et al., 1997 ; Cunningham ef al., 2001 ; Lindor ef al., 2002). Par conséquent,
l'instabilit¢ microsatellite (MSI) ou l'instabilit¢ des short tandem repeats (STR) est un
phénotype moléculaire dii a un systeéme de réparation des mismatch (MMR) défectueux (Pagin
et al., 2013). L'¢tude de l'instabilité¢ des microsatellites (MSI) a fourni les preuves pour soutenir
une voie séquentielle et progressive du développement du cancer. La Figure 16 montre
l'intraction protéine-protéine parmi les familles du systtme MMR avec des interactions
définies entre MutS, MutL ainsi qu'entre MutS et Mut L avec Exol. Elle montre comment les
fonctions incompatibles risquent d'étre tronquées a la suite de mutations dans ces régions.

(Boland et Goel, 2010).
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Figure 16: Régions des interactions protéine-protéine parmi les membres du systtme MMR.

ATP, adénosine triphosphate ; PMS, ségrégation post-méiotique (Boland et Goel, 2010).

L'instabilité des microsatellites et la perte d'hétérozygotie (LOH) sont les deux aberrations
connues pour étre impliquées dans les premicres étapes de la voie de la tumorigenese (Nobili et
al., 2011 ; Laurent-Puig ef al., 2011). Bien que de nombreuses recherches aient ét€ menées sur
le cancer du cdlon, qui représente un bon modele de progression du cancer d'un adénome a un
carcinome, accompagné de mutations génétiques et de LOH, en raison de I'hétérogénéité
morphologique et biologique du cancer du sein, il a été difficile de définir une série
d'aberrations génétiques impliquées dans sa progression (Kim et al., 2004). Environ 15% des

cancers colorectaux sporadiques, 20% des cancers endométriaux sporadiques, ainsi qu'une
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proportion non négligeable de cancers provenant d'autres sites présente une MSI (Ionov et al.,

1993 ; Thibodeau et al., 1993 ; Salovaara et al., 2000).

L'analyse par microsatellite est une méthode fréquemment utilisée pour la détection des
délétions chromosomiques par perte d'hétérozygotie et pour la détection de l'instabilité des
microsatellites (Wild et al, 2005). Au niveau clinique, on sait que les patients atteints de
tumeurs colorectales MSI ont un meilleur pronostic ajusté en fonction du stade et peuvent
réagir difféeremment a la chimiothérapie adjuvante (Gryfe et al., 2000 ; Ribic et al., 2003 ;
Sargent et al., 2010). Pour des analyses microsatellites fiables, une teneur en cellules tumorales
d'au moins 80% est requise et divers marqueurs de répétition ont été proposés pour déterminer

le MSI (Wild et al., 2005).

Le modele génétique a plusieurs étapes de la carcinogenése colorectale a ouvert une nouvelle
¢re pour les chercheurs qui recherchent de nouveaux genes suppresseurs de tumeurs grace a
’utilisation de nouvelles techniques telles que la réaction en chaine de la polymérase (PCR)
amorcée de manicre arbitraire et utilisée par Perucho (1999). Les chercheurs ont extrait et
amplifié des échantillons d'ADN appariés provenant de tumeurs colorectales et d'ADN de tissu
du colon normal adjacent, ont séparé les produits de PCR par électrophorése, puis ont
séquencés a l'aide d'un petit nombre d'amorces de PCR choisies au hasard, produisant des

signatures ¢€lectro phorétiques uniques pour chaque échantillon (Vogelstein et al., 1989).

L’atelier international sur le HNPCC, parrainé par le National Cancer Institute en 1997, a
confirmé 1’utilit¢ de I’analyse de I’instabilit¢ des microsatellites comme premiere étape de
I’1identification des patients devant faire 1’objet d’un test de dépistage de mutations du gene de
réparation des mésappariements, criteres qui incitent a réaliser des tests d’instabilité des
microsatellites (Rodriguez-Bigas et al., 1997). La conférence a recommandé 1’utilisation d’un
panel de cinq marqueurs microsatellites pour évaluer I’instabilité. Ce panel était constitué¢ de
deux séquences répétées mono nucléotidiques (BAT-25 et BAT-26) et trois di nucléotides
(D2S5123, D55346 et D175250) (Boland et al., 1998). Cependant, certaines limitations sont
apparues, principalement en raison de l'utilisation de marqueurs di nucléotidiques présentant
une sensibilité et une spécificité moindres par rapport aux marqueurs mono nucléotidiques

(Perucho, 1999 ; Suraweera et al., 2002).

En 2002, Hamelin et al. (2002) ont révisé les lignes directrices de Bethesda afin de prendre en
compte certaines caractéristiques pathologiques communes et d'inclure les patients pouvant

étre plus agés mais susceptibles de présenter des mutations du geéne de réparation de
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mésappariements (Umar et al., 2004a). IIs ont proposé un nouveau panel de cinq marqueurs
mono nucléotidiques quasi-monomorphes (le méme nombre de répétitions étant retrouvé dans
une proportion écrasante d'humains), connu sous le nom de panel pentaplex, qui permettait une
identification précise des tumeurs MSI sans qu'il soit nécessaire de rechercher des tumeurs
normales (Suraweera et al., 2002). Ce panel a montré une sensibilité et une spécificité accrues
pour la détection des tumeurs MSI-H et éviterait la nécessité de réaliser des tests séparés sur
I'ADN a la fois de la tumeur et du tissu normal d'un patient par rapport au panel Bethesda et a
donc été recommandé pour les tests MSI (Suraweera et al., 2002 ; Buhard et al., 2004 ; Umar
et al., 2004a ; Wong et al., 2006 ; Xicola et al., 2007; Goel et al., 2010 ; You et al., 2010). Si
deux ou plusieurs des cinq séquences microsatellites étaient mutées, la tumeur serait classée
dans la catégorie des tumeurs hautement instable (MSI-H) ; si seulement un mutait, ce serait
une instabilité microsatellite faible (MSI-L) ; et si aucun n'était muté, ce serait microsatellite

stable (MSS) (Boland et al., 1998).

La plupart des patients atteints de HNPCC présentent une mutation héréditaire dans l'un des
quatre génes (MLHI, MSH2, MSH6 et PMS2) impliqués dans le systetme de réparation de
mésappariements de 'ADN. Ces genes sont impliqués dans la réparation des mismatch d'ADN
(MMR). Les tumeurs qui se forment chez les patients porteurs de ces mutations héréditaires
présentent un défaut dans le MMR qui se manifeste par un phénotype cellulaire caractéristique
appelé « instabilité des microsatellites (MSI) (REF) ». Etant donné que la MSI est présente
dans la grande majorité¢ des tumeurs de patients atteints de HNPCC, son absence rend trés
improbable le diagnostic de HNPCC. Bien que la MSI puisse également survenir chez des
patients ne présentant pas le syndrome HNPCC mais ayant plutot un cancer sporadique non
familial, environ 15% des cas de cancer du c6lon sporadique sont atteints de MSI. Ainsi, la
présence de MSI ne distingue pas le cancer familial (HNPCC) du cancer sporadique, mais le
test MSI peut étre utile pour déterminer le pronostic de la maladie et choisir le meilleur

protocole de traitement chimio thérapeutique pour les patients.

Plusieurs chercheurs ont également démontré la présence de tumeurs sans forme apparente
d’instabilité génomique (Georgiades et al., 1999 ; Chan et al., 2001 ; Jones et al, 2005 ;
Abdel-Rahman et al., 2005). Les tumeurs malignes ne montrent pas une instabilité¢ génomique
¢évidente (Abdel-Rahman, 2008). Ces résultats suggerent qu'il existe des formes d'instabilité
non identifiées qui sous-tendent le développement de tels sous-ensembles de tumeurs ou qu'une
forme d'instabilité n'est pas requise par toutes les tumeurs. Le résultat naturel du phénotype

d’instabilité est la génération de multiples clones tumoraux a un taux supérieur a celui habituel.
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Cela se refleéte sur I'é¢tendue de I'hétérogénéité tumorale observée et il est supposé¢ qu'une
hétérogénéité importante des génomes tumoraux a des implications importantes pour le

traitement du cancer grace a la génération de clones résistants (Loeb et al., 2008).

I.5.2. Utilisation de deux marqueurs pour la détection de I’instabilité des microsatellites

dans les tumeurs

Afin d'établir 1'approche la plus simple et la plus fiable pour la détection des tumeurs
présentant une instabilit¢ des microsatellites, Xicola et al, (2016) ont examiné si une
combinaison d'un nombre réduit de marqueurs serait aussi efficace que I'ensemble du panel
pentaplex de répétitions mono-nucléotidiques. Ils ont identifié toutes les tumeurs MSI-H
comportant un ou deux marqueurs stables et ont observé que 1'association de BAT-25 ou BAT-
26 stable avec NR-21 ou NR-24 stable n'a été observée dans aucune tumeur avec perte
d'expression de la protéine de réparation de mismatch. Ainsi, ils ont déterminé que I'évaluation
de deux marqueurs, BAT-25 ou BAT-26 et NR-21 ou NR-24, serait suffisante pour détecter
toutes les tumeurs présentant une perte d'expression de la protéine de réparation de
mésappariements. Etant donné que le NR-24 est systématiquement monomorphe dans la
plupart des populations du monde et qu'une seule tumeur présentant un déficit de réparation de
mésappariements exclusivement instable pour le BAT-26 a été observée dans leur série, ils ont

décidé d’évaluer les performances d’un panel composé uniquement des BAT-26 et NR-24.

Cette méthode produisait des valeurs de sensibilité et de spécificité similaires aux valeurs
obtenues lorsque I’ensemble des marqueurs pentaplex mono nucléotidiques était testé et que
les produits de PCR issus de I’amplification de ces deux marqueurs pouvaient étre séparés en
une seule cycle de séquengage. Par conséquent, ils ont recommandé ces deux marqueurs fiables
pour la détection des tumeurs déficientes en réparation de mésappariement (Xicola et al.,
2007). De plus, cela permet de réduire les colits, comparativement a 1’utilisation du panel

complet.

Des modeles et des stratégies de mesure sont nécessaires pour lutter contre le cancer du sein.
Les taux de létalité plus élevés du cancer du sein dans les pays a faibles ressources ont été
attribués a un manque de sensibilisation aux avantages du dépistage et du traitement précoces,
a un diagnostic tardif et a un acces limité a des soins appropriés. Des progres importants ont été
réalisés ces dernicres années dans le traitement du cancer, ce qui représente un espoir pour
I’avenir dans les pays moins développés et en développement mais qui n’est pas encore devenu

une réalité.
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Afin de réduire cette disparité mondiale des résultats du cancer du sein chez les femmes, d'ici
2025, de meilleures facons de mettre en ceuvre des stratégies abordables, appropriées,
acceptables et réalisables reposant sur des bases factuelles sont explorées. I1 est
particuliérement important d’identifier, de documenter et de promouvoir de meilleurs moyens
de propager des approches nouvelles et novatrices de la prestation des soins de santé du cancer
du sein mis au point dans les pays a faibles ressources. Par conséquent, des efforts combinés
d'experts, de scientifiques et de ressources d'individus et d'institutions engagés dans les soins

du cancer du sein sont nécessaires pour atteindre cet objectif ultime (Dvaladze ef al., 2016).
1.5.2.1. Procédure de la réaction en chaine par polymérase (PCR) et Séquencage

La PCR est une méthode utilisée pour I'amplification de courtes séquences d'ADN appelée
séquence cible a partir d'une petite quantité d'ADN génomique. Il s'agit de I'amplification non
sélective d'une séquence de matrice d'ADN particuliére par extension de deux amorces (l'une
directe et l'autre inverse) par une ADN polymérase en présence de désoxyribonucléotides
(ANTP) et d'ions MgCl,". C'est une méthode relativement rapide d'amplification du fragment
d'ADN cible qui est exponentielle. Les deux amorces utilisent un cadrage de polarité opposée

des fragments a amplifier (Saiki et al., 1985 ; Mullis ef al., 1986).

Trois étapes de dénaturation, d'annelage et d'extension sont effectuées pendant la PCR et sont
répétées plusieurs fois dans le thermocycleur pour obtenir les amplicots (pour le séquencage).
La dénaturation de I'ADN se fait par élévation de la température. Un recuit, également appelé
hybridation des amorces, est réalisé par évaluation de la température sous la forme Tm = 2AT
+ 4GC, et l'allongement, également appelé syntheése du brin complémentaire, est effectué par

I'ADN polymérase thermostable (Bio basic ou Dream Taq).

La méthode de séquencage de Sanger a été développée et proposée pour la premicre fois par
Frederick Sanger et ses collegues en 1977 et est utilisée depuis plus de 40 ans maintenant. Il
permet de mesurer la diversité fondamentale de tous les marqueurs en comparant les séquences
du méme geéne chez différents individus de la méme espece ou d'especes différentes afin de
déterminer les différences ou les similitudes au sein ou entre une population donnée. Il est basé
sur l'utilisation de l'incorporation sélective de didésoxyribonucléotides a terminaison de chaine
qui bloquent la synthése de I'ADN par les ADN polymérases apres leur incorporation. Cette
méthode utilise des nucléotides modifiés (didésoxyribonucléotides - dANTP) en plus des
composés habituels (amorces, ANTP, ADN matrice, taq polymérase et Mg2 +). Les ddNTP

sont couplés aux fluorochromes et il est difficile pour les nucléotides de former des liaisons
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phosphodiesters les unes avec les autres en raison de 1’absence du groupe hydroxyle sur le

carbone 3’.
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CHAPITRE II. COMPARAISON DES PARAMETRES EPIDEMIOLOGIQUES DU
CANCER DU SEIN ENTRE LES PATIENTES NIGERIANES ET SENEGALAISES

INTRODUCTION

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu et la principale cause de mortalité diie au cancer
chez les femmes dans le monde (Bray et al., 2018). Alors que le taux de survie de cing ans du
cancer du sein aux Etats-Unis est de 86%, il est inférieur a 40% en Afrique subsaharienne. En
Afrique de 'Ouest, le cancer du sein représente 35% des nouveaux cas de cancer et est la
principale cause de déces par cancer ; 28% chez les femmes (Global Cancer Facts and figures,
2015 ; Cumber et Tsoka-Gwegweni, 2017). Bien que des similitudes aient été observées entre
les facteurs de risque dans différentes populations, des différences dans les caractéristiques
tumorales sont observées chez les noirs comparativement aux populations blanches
Caucasiennes (Alami ef al., 2003 ; Huo et al., 2009 ; Brinton et al., 2014 ; Breyer et al., 2018).
Les meilleurs résultats dans les populations Caucasiennes ont été attribués a des facteurs
démographiques tels que l'espérance de vie plus longue, la sensibilisation accrue, le systéme
amélioré de déclaration de la maladie et I'acceés a de meilleurs services de santé (Alami et al.,

2003 ; Breyer et al., 2018).

Le cancer du sein est la malignité la plus fréquente chez les femmes nigérianes et est le
deuxieme apres le cancer du col utérin chez les femmes au Sénégal (Alami et Ajayi, 2000 ;
Dem et al., 2008 ; Huo ef al,, 2009 ; Gueye et al., 2013 ; Gueye et al., 2016). Les changements
séculaires dans les modes de vie, les facteurs hormonaux et reproductifs ont été associés a
I'augmentation de l'incidence dans les pays en développement comme le Nigéria et le Sénégal
(Otis et al., 2010 ; Gueye et al., 2016). Certains facteurs de risque connus et identifiés dans
différents groupes de populations comprennent l'age a la ménarche, l'dge a la premicre
grossesse, 1'age a la ménopause, 1'allaitement maternel, la parité et les antécédents familiaux du
cancer du sein (Alami et Adehunle, 1999 ; Chlebowski et al., 2005 ; Krieger et al., 2010 ;
Gueye et al., 2016 ; Cumber et Tsoka-Gwegweni, 2017).

En Afrique subsaharienne, il y a eu moins de mesures modérées pour la prévention et le
contrdle du cancer du sein, mais il y a eu une amélioration de la détection et du traitement
précoce (OMS, 2007 ; Yip et al., 2008). Des mesures spécifiques a la population pour contrdler
et prévenir la maladie ainsi que des mesures de dépistage précoce dans la population plus jeune
qui sont souvent présentes a un stade tardif font défaut. Malgré I'augmentation relative de la

recherche sur le cancer du sein au Nigéria et dans certains pays d'Afrique, d'autres études sont
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nécessaires pour comprendre la répartition des facteurs de risque de pathogenése du cancer du
sein dans les différentes régions du continent. Cela contribuera a 1'élaboration de pratiques
efficaces fondées sur la population afin de maitriser son incidence et d'accroitre les stratégies
préventives en Afrique (Okobia et al., 2006 ; Ferlay et al., 2013 ; Willet et al., 2014 ; Breyer et
al., 2018). Dans ce chapitre, certains facteurs épidémiologiques, des facteurs de risque et les
caractéristiques clinico-pathologiques du cancer du sein chez les femmes de tous les groupes

d'ages ont été comparés entre la population nigériane et sénégalaise.
II.1. MATERIEL ET METHODOLOGIE
I1.1.1. Approbation éthique

L'approbation éthique de cette étude a été obtenue auprés des commissions d'examen
institutionnel du University College Hospital (CHU) d'Ibadan au Nigeria (HREC attribuée au
protocole numéro : UI/EC/16/0334) et de I’universit¢é Cheikh Anta Diop, Dakar Comité
d'é¢thique de la recherche du Sénégal (numéro de référence : protocole
0269/2015/CER/UCAD). Le consentement éclairé a été obtenu de toutes les participantes a

I'é¢tude apres une explication détaillée de 1’objectif.
I1.1.2. Critéres d'inclusion et d'exclusion

Toutes les patientes atteintes du cancer du sein qui fréquentaient consécutivement les cliniques
d’oncologie chirurgicale et radiothérapie du CHU d’Ibadan (Nigéria) entre novembre 2016 et
juillet 2017 ont été recrutés dans cette étude. Cet hopital sert une population d’environ 3,5
millions de personnes, et c’est un hopital de référence majeur dans la troisieme plus grande
ville du pays. Ibadan est situ¢ sur 7,38° de latitude N et de 3,91° de longitude E, avec une
¢lévation de 181 metres au-dessus du niveau de la mer. La majorité des patientes atteintes du

cancer du sein diagnostiquées sur référence dans la région ont été observés au CHU.

Les participantes ont été interviewées le méme jour et se sont présentées a la clinique
d'oncologie avec un diagnostic clinique de cancer du sein. Les objectifs de 1'étude, le protocole,
les risques, les avantages, la confidentialité et leurs droits ont été expliqués aux participantes
potentielles et chaque personne avait la possibilit¢ de refuser sa participation a 1’étude.
L’opportunité a été accordée aux participantes de poser des questions et celles qui étaient
disposées a participer ont signé le consentement éclairé aprés quoi, un questionnaire structuré a

¢été dirigé par le chercheur. La confirmation tissulaire du cancer du sein a été faite par incision,
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excision, aux aiguilles de biopsie et de ponction et toute participante qui avait un diagnostic

autre que le cancer du sein a été retirée de I'étude.

Senegal <J_ /

Nigeria

Figure 17 : Carte de I’ Afrique montrant les deux pays de la population étudiée

Au Sénégal, toutes les patientes, de tout dge confondu, atteintes de cancer du sein et ayant
fréquentaient, entre 2014 et 2015, le centre de cancérologie de I’Institut Joliot-Curie de
I’hopital Aristide le Dantec, Dakar (Sénégal), ont été approchées pour I'étude. La majorité
d'entre elles ont accepté de participer a 1'étude avec un taux de refus de 4%. Le consentement
¢éclairé a été obtenu des participantes. L'HOpital Aristide le Dantec est situ¢ a Dakar qui est la
capitale du Sénégal et la plus grande ville. Il est un important et le seul hopital de référence
pour les patientes cancéreuses dans le pays au service d'une population immédiate d'environ
2.450.000 personnes. Dakar est situé sur la latitude 1,690 N° et de longitude 17,440 W° avec

une élévation de 12 meétres au-dessus du niveau de la mer.
I1.1.3. Collecte de données et analyses statistiques

Le questionnaire de collecte de données et d'analyses statistiques contient des facteurs
démographiques tels que 1'age, 1'age au diagnostic, 1'é¢tat matrimonial, les antécédents familiaux
du cancer du sein et d'autres cancers et 1'ethnicité. Les variables reproductrices incluaient 1'age
a ménarche, la grossesse [nombre de grossesses, 'dge a la premiere grossesse a terme (FFTP)],
I'histoirique de l'accouchement, y compris la parité, I'allaitement et le statut de la ménopause.
Les informations sur les caractéristiques tumorales ont été extraites des notes de cas et du

rapport de pathologie des participantes et ils incluaient la date du diagnostic, le site et la taille
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des tumeurs, I'histologie, I'étape des métastases des ganglions tumoraux (TNM), la catégorie

Scarff-Bloom-Richardson (SBR), le ganglion lymphatique et les métastases.

Les données relatives aux caractéristiques tumorales disponibles chez les participantes sont les
suivantes : type histologique (200), grade SBR (163) et stade TNM (188). Bien que les
caractéristiques reproductrices examinées étaient : 1'age a ménarche, le nombre de grossesses,
l'age a la premiére grossesse a terme, l'histoirique de 1'allaitement maternel et le statut de la
ménopause ; I'dge a ménarche a été étudi¢ dans quatre catégories : 10-12, 13-15, 16-18 et > 19 ;
le nombre de grossesses dans cinq catégories : 0, 1-3,4 -6, 7 —9 et > 10 ; I’age a FFTP : <20
ans, 21-30 ans, 31-40 ans et > 41. L’histoire de I’allaitement maternel et le statut
ménopausique ont été classés en tant que : jamais allaité (oui/non) et si vous avez atteint la
ménopause ? (oui/non). La cohorte a été plus tard divisée en deux groupes : jeunes femmes <
50 ans et les femmes agées > 50 ans pour comparer la prévalence du cancer du sein chez les

femmes dans ces deux groupes d’age au Nigéria et au Sénégal.

Des variables quantitatives ont ét¢ analysées a l'aide des écarts moyens et standards et des t-
tests indépendants pour comparer les moyennes entre les deux groupes; tandis que les
variables catégorielles ont été décrites en utilisant des fréquences et des pourcentages absolus
et le test Chi-2 pour comparez les proportions. Les données ont ét¢ analysées a l'aide de la

version 20,0 de Statistical Packages for Social Sciences (SPSS) (SPSS, Inc. Chicago IL, USA).
I1.2. Résultats et Discussion
I1.2.1. Résultats

Deux cent une (201) patientes qui ont été atteintes du cancer de sein histologiquement
confirmé et qui ont accepté de participer ont été incluses dans I’étude : cent deux (102)
patientes du Nigéria et quatre dix- neuf (99) patientes du Sénégal. Cent cinquante-quatre des
cas (85% des patientes) présentent un stade avancé (stades III et IV) : 84 des cas (90%) du
Nigéria et 70 des cas (80%) du Sénégal.

Le type histologique le plus fréquent parmi les participants des deux pays a été le carcinome
canalaire invasif/infiltration (88,1%). D’autres inclus: carcinome lobulaire, phylloides et

sarcome (Tableau III).

L'age au diagnostic, le statut de la ménopause, l'allaitement maternel et les antécédents

familiaux du cancer n'étaient pas statistiquement significatifs entre les patientes nigérianes et
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sénégalaises. L'dge moyen au moment du diagnostic pour les participantes du Nigeria était de
49.1 + 12,4 ans, variant de 29 a 80 ans, tandis que les participantes du Sénégal étaient 46,9 +
14,0 ans, entre 15 et 80 ans. Les patientes nigérianes avaient une parit¢ moyenne plus faible
(3,7 = 2,1) et différente significativement de celle des patientes sénégalaises (4,5 £ 3,1)
(Tableau IV). Environ quatre-vingt-huit pour cent (88,7%) des participantes de 1'étude avaient
eu des enfants, dont 71,5% des femmes ont eu au moins 3 naissances vivantes. L'utilisation
des contraceptifs était significativement plus fréquente chez les nigérianes (31%) que chez les
sénégalaises (11,5%) (p = 0,001). Une proportion significative (p = 0,032) de sénégalaises
(57,1%) que de nigérianes (41,8%) ont atteint la ménopause. Les deux pays différaient
également dans 1'état matrimonial. De plus, il y avait une différence significative d'dge a la
ménarche (p < 0,001) et d'age a la premicre grossesse a terme (p < 0,001), car les parametres

étaient plus ou moins profonds dans un pays que 'autre (Tableau IV).

Tableau III : Comparaison de certaines caractéristiques cliniques des cas de cancer du sein au
Nigéria et au Sénégal

Caractéristiques Tous les cas Nigeria Sénégal %2 p-value
N (%) N (%) N (%)
Type histologique :

Invasif/infiltré 195(97) 100(98) 95(96) 4.084 0.395
Carcinome invasif lobulaire 2(1.0) - 2(2.0)
Carcinome lobulaire in-situ 1(0.5) 1(1.0) -

Autres :
Tumeur Phylloides 2(1.0) 1(1.0) 1(1.0)
Sarcome 1(0.5) - 1(1.0)

Catégorie SBR : 29(17.9) 20(22.0) 9(12.7) 2.596 0.273
Bien différencié 95(58.6) 52(57.1) 43(60.6)
Modérément différencié 38(23,5) 19(20.9) 19(26.8)
Mal différencié
Stade 8(4.4) 3(3.2) 5(5.7) 4.596 0.204
1 20(11.0) 7(7.4) 13(14.8)
2 91(50.0) 53(56.4) 38(43.2)
3 63(34.6) 31(33.0) 32(34.6)
4
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Tableau IV : Cas de la comparaison de certaines caractéristiques du cancer du sein au Nigéria

et au Sénégal

Caractéristiques Tous les cas  Nigeria Sénégal X2/t p-Valeur
(No=201) No=102 No.=99

L’Age au diagnostic,

No (0/0)

<50y 124(62) 60(58.8) 64(65.3) 0.89152 0.345

>50y 76(38) 42(41.2) 34(34.7)

L’Age a la ménarche,

No. (%)

10-12y 9(5.1) 5(5.3) 4(4.8) 20.592 <0.001%**

13-15y 122(68.5) 5s2(54.7) 70(84.3)

16-18 y 43(24.2) 34(35.8) 9(10.8)

>19y 4(2.2) 4(4.2) 0

Marié ? No. (%)

Oui 165(87.3) 85(94.4) 80(80.8) 7.908° 0.005*

Non 24(12.7) 5(5.6) 19(19.2)

L’Age a FFTP, No (%)

<20y 71(49.7) 33(36.3) 38(73.1) 19.4092 <0.001**

21-30y 64(44.8) 50(54.9) 14(26.9)

31-40y 7(4.9) 7(7.7) 0

>41y 1(0.7) 1(1.1) 0

Parité, No (%)

0 22(11.3) 4(4.1) 18(18.8) 35.450 <0.001%*

1-3 46(23.7) 27(27.6) 22(19.8)

4-6 72(37.1) 51(52.0) 21(21.9)

7-9 36(18.6) 14(14.3) 23(22.9)

=10 18(9.3) 2(2.0) 18(16.7)

Allaitement, No (%)

Oui 171(96.6) 85(95.5) 86(97.7) 0.533° 0.466

Non 6(3.49) 4(4.5) 2(2.3)

Contraception, No (%)

Oui 41(21.4) 30(31.3) 11(11.5) 11.1956°  0.001*

Non 151(78.6) 66(68.8) 85(88.5)

Statut ménopausique, No (%)

Pré ménopause 112(57.1) 57(58.2) 55(56.1) 0.0833b 0.773

Ménopause 84(42.9) 41(41.8) 43(43.9)

Antécédents

cancer, No (%)

Oui 22(12.9) 11(11.2) 11(14.6) 0.0007 b 0.980

Non 173(87.1) 87(88.8) 86(85.4)
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I1.2.2. DISCUSSION

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes et la tumeur la plus étudiée
dans le monde. Les ¢études épidémiologiques ont révélé des variations géographiques
importantes. Alors que le taux de mortalité et d’incidence du cancer du sein reste plus élevé
dans les pays industrialisés, ces taux augmentent rapidement dans les pays en développement
comme ceux de I’Afrique de I’Ouest. Bien qu’il y ait eu plusieurs études sur les facteurs de
risque de cancer du sein au Nigéria et au Sénégal (Adebamowo et Adekunle, 1999 ; Okobia et
al., 2006 ; Huo et al., 2008 ; Gueye et al., 2013), le manque de données rend difficile la
comparaison des facteurs de risque entre les deux populations (Huo et al., 2009). Quelques
différences apparentes, ont été observées sur certains facteurs analysés dans cette étude. Il
s’agit de 1’age a la puberté, de I’age a la premiere grossesse a terme, de 1’état matrimonial, de
I’utilisation des contraceptifs, du statut ménopausique et de la parité.

La précocité de I’age moyen au diagnostic chez les patientes Nigériannes et Sénégalaises a été
observée dans d'autres études en Afrique ou a travers le monde (Saghir et al, 2002 ;
Ouedraogo-Yuen et Alison, 2012 ; Mollah-Karim et al., 2015). L’age jeune au diagnostic a été
identifié comme l'une des caractéristiques du cancer du sein chez les populations étudiées par
rapport aux populations caucasiennes (Fregene et Newman, 2005 ; Gueye et al, 2016).
Cinquante neuf pour cent (59 %) des patientes du Nigéria et 65% du Sénégal avaient 50 ans ou
plus. La capacité de tirer des conclusions précises sur le risque de cancer du sein chez les
femmes agées est légerement entravée en raison de ’espérance de vie relativement courte
observée dans ces pays (49,1 ans au Nigeria et 60,7 ans au Sénégal), entrainant une population
fortement constituée de jeunes (Ntekim ef al., 2009 ; Huo et al., 2009). La constatation des cas
de cancer du sein est faible chez les femmes africaines plus agées en raison de leur taux
d'alphabétisation inférieur, de leur sensibilisation au cancer du sein et de leur faible statut

socioéconomique (Amir et al., 1994).

L'age a la ménarche différait significativement chez les patientes des deux pays (p= 0,001)
avec un age moyen de 15,3 ans (1,9) pour le Nigéria et de 14,3 ans (1,3) au Sénégal. Nos
résultats ont révélé une association positive entre 1'dge a la ménarche et le cancer du sein. Des
¢tudes ont montré que 1'age précoce a la menarche a été 1ié a l'apparition précoce du cancer du
sein et la ménopause a été systématiquement associée a un risque réduit (Claven-Chapelon et

Gerber, 2002 ; Huo et al., 2008).

Les courbes age-incidence du cancer du sein en Afrique pourraient étre fonction des risques

liés a la population (modes de vie des sociétés pré-industrialisées) avec une augmentation de
55



l'incidence du cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées (Fregene et Newman, 2005).
Le statut ménopausique n'était pas différent entre les deux populations et environ les deux tiers
de la population étudiée étaient en pré ménopause au diagnostic. Une prédominance du
diagnostic du cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées a été observée a travers le
monde (Alami et Ajayi, 2000 ; Lopez et al., 2002 ; Fregene et Newman, 2005 ; Gueye et al.,
2016). Les ménarches précoces avec la ménopause tardive sont corrélées positivement avec le
risque de cancer du sein puisque les individus sont exposés a des hormones femelles circulant

pendant une période prolongée (Mollah et al., 2015).

Bien que le type de contraceptif utilis€¢ n'ait pas été défini dans notre étude, l'utilisation de
contraceptifs était plus fréquente chez les patientes nigérianes. Environ un tiers, a indiqué
qu'elles avaient utilis¢ des contraceptifs au cours de leur vie. L'utilisation de contraceptifs
hormonaux augmente en Afrique et dans les études cas-témoins, plus de participants a l'étude
du cancer du sein que les contrdles utilisent des contraceptifs oraux/hormonaux. Cela a été
identifi¢ comme un facteur de risque pour le cancer du sein dans différentes populations,
surtout a des années ultérieures de la vie reproductive d'une femme (Nkondjock et Ghadirian,
2005) et un risque accru de 24,8% dans les cas qui avaient utilisé des contraceptifs oraux
pendant plus de 6 mois (Laamiri ef al., 2015). Presque toutes les patientes des deux cohortes
(toutes les sénégalaises et plus de 90% de nigérianes) ont eu leur premiere grossesse a terme

avant leurs 30 ans, malgré la grande variabilité entre les deux pays.

Des études dans le passé ont montré que le risque a vie de cancer du sein est plus faible chez
les femmes qui ont eu des grossesses multiples avec un jeune age a la premicre grossesse a
terme, mais une légere augmentation du risque de cancer du sein au cours de la période de 6 a
12 mois post-partum qui peut durer environ trois a quatre ans (Wohlfahrt ez al., 1999 ; Plante et
Osuch, 2000 ; Althuis et al., 2004). Ce risque d'augmentation temporaire est attribuable aux
manques d'effets protecteurs de la parité chez les femmes en pré-ménopause diagnostiquées
avant leur 50 ans (Miller et Bulbrook, 1986 ; Bruzzi et al., 1988 ; Williams et al., 1990 ;
Miller, 1993 ; Lambe et al., 1994 ; Albrektsen et al., 1995 ; Leon et al., 1995 ; Liu et al., 2002 ;
Palmer et al., 2003). Cependant, des ¢études plus récentes chez des africains autochtones, y
compris des femmes de la méme cohorte, n'ont trouvé aucune différence dans le risque de
cancer du sein en vieillissant (Huo et al., 2008 ; Sighoko et al., 2015). Ces différences dans les
modeles reproductifs peuvent peut-étre dies a des facteurs génétiques ou a des variations de la
biologie tumorale primaire et de l'agressivité tumorale, ce qui suggere que le modele de

traitement peut différer pour différentes populations géographiques.
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La multiparité a été identifiée avec un faible risque de cancer du sein et les femmes africaines
commencent a porter des enfants a un age relativement plus jeune. Ce role protecteur de la
parité augmente proportionnellement en fonction du nombre d'enfants et de 1’age a la premiere
naissance vivante (Hinkula er al, 2001). Une étude qui a encore analysée 47 études
épidémiologiques a observé qu’en absence d'allaitement maternel, chaque naissance réduit le
risque relatif de cancer du sein de 7% avec un risque réduit de 3,4% pour chaque enfant qui est
allaité (Hinkula ef al., 2001). La majorité de nos participantes a 1'é¢tude (71,5%) avaient eu au
moins 3 enfants. La parité différait entre les deux populations, bien que la plupart des patientes
des deux populations aient eu au moins de trois naissances vivantes. De plus, 1'allaitement
maternel et les antécédents familiaux du cancer étaient similaires dans les deux pays, 96,6% de
la population allaitaient leurs enfants et 87,1% n'avaient pas d'antécédents familiaux du cancer.
L'état matrimonial était différent entre les deux pays, car plus de femmes sénégalaises ne
s’étaient jamais mariées. La plupart des participantes de 1'étude ont été diagnostiquées avec un
carcinome invasif ou infiltré, et il n'y a pas eu de différence entre les stades et le niveau des
tumeurs entre les pays. La présentation en fin de stage était commune aux deux pays, ce qui
n'est pas inattendu étant donné l'accés limité aux soins de santé et aux infrastructures sanitaires

médiocres dans ces pays.

Les limitations de ce travail incluent la petite taille d'échantillon et I’absence de témoins. Bien
que les tendances puissent étre données, des inférences et des associations de cause a effet ne
peuvent étre faites. Nous reconnaissons la possibilité¢ de diagnostiquer la maladie et 1'effet du
biais de sé€lection des cas dans les populations étudiées. Bien que la collecte des données
reproductrices ait été auto-déclarée et qu'elle soit sujette a un préjugé de rappel, la validité des
antécédents reproductifs auto-déclarés est élevée. En outre, il peut y avoir un faible niveau
d'écart dans le rapport de parité et le statut de la ménopause, I'erreur systématique en raison de
préjugés de rappel pour la ménarche et 1'age a la premiére naissance vivante peut exister, mais
probablement pas différentiellement rappelé par les patientes. Etant donné que toutes les
participantes avaient déja un cancer du sein au moment de l'entrevue, il est peu probable qu'il y
ait un biais différentiel pour la détermination des cas, comme on le voit dans les cas-témoins.
Malgré cela, et en connaissance des travaux antérieurs dans l'un des deux pays et dans d'autres
milieux similaires, les résultats représentent un véritable reflet du cancer du sein dans la
majeure partie du continent et fournissent des informations de base pour les études futures, en

particulier dans la moins documentée des deux populations.
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CONCLUSION PARTIELLE

Dans cette étude, nous avons recherché des similitudes et des différences pour certains facteurs
de risque connus pour le cancer du sein et les caractéristiques cliniques entre les patientes
atteintes du cancer du sein au Nigéria et au Sénégal. L'age au diagnostic, 1'étape du cancer au
diagnostic et les caractéristiques tumorales étaient semblables chez les patientes des deux pays.
Nous avons observé des disparités subtiles a la ménarche, a 1'age de la premicre grossesse a
terme, a la parité, a 1'état matrimonial et a I'usage de contraceptifs. En raison du jeune age au
diagnostic en particulier chez les femmes en pré-ménopause et du diagnostic a un stade avancg,
nous sommes d'avis que l'introduction de programmes de dépistage organisés axés sur la
population ciblant cette catégorie de femmes permettrait d'améliorer le traitement. Cette étude
a des implications cliniques et politiques importantes pour le contrdle et la prévention du
cancer du sein dans la sous-région Ouest Africaine. Cependant, d'autres études, englobant des
paramétres cliniques, environnementaux et biologiques sont nécessaires pour mieux déceler

I’impact du cancer du sein et contrdler sa menace grandissante dans le continent africain.
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CHAPITRE I11I. POLYMORPHISME ET EVOLUTIO GENETIQUES DES MICRO-
SATELLITES NR-24 ET NR-24 ET IMPACT DES CARACTERISTIQUES CLINICO-
PATHOLOGIQUES

INTRODUTION

Les différences génétiques observées dans les populations modernes ont été faconnées par
I'évolution du génome aftricain a travers des facteurs démographiques tels que la migration
(distance et fermeture), les fluctuations de la population, la structure de la sous-population, la
dérive et le brassage génétique (Tishkoff et Verrelli, 2003 ; Campbell et Tishkoff, 2008). Ceci
a conduit a la grande diversité génomique / génétique observée au sein des populations (éthnies
et pays) et entre celles-ci sur le continent par rapport a la population non africaine. Une étude
d'association pangénomique de 848 polymorphismes de short tandem repeats (STRP), de 476
délétions d'insertion (INDEL), et de 3 polymorphismes nucléotidiques simples (SNP)
génotypés chez environ 2400 individus de 121 populations géographiquement diverses, a
montré 14 groupes de populations ancestrales génétiquement divergentes en Afrique révélant
une vaste structure de population sur le continent (Tishkoff et al., 2009). En raison de cette
grande diversit¢ génétique en Afrique, les traitements concus pour les populations
d'ascendance européenne ne sont souvent pas efficaces et produisent souvent de faibles

résultats/succes dans le contexte africain.

Le poids le plus lourd de maladies avec des phénotypes variés peut €tre observé en Afrique et,
par conséquent, le continent est riche en échantillons potentiels avec des phénotypes
intéressants pour ¢élucider les bases génétiques et environnementales des maladies
transmissibles et non transmissibles. L’ Afrique subsaharienne a une incidence plus faible de
cancer du sein mais un taux de mortalité élevé et le pire résultat par rapport a la population de
race blanche. En raison de la variation observée, il est nécessaire de comprendre et de
caractériser la diversité génomique et I’évolution génétique de cette population afin d’identifier
les variantes qui jouent un role dans la progression et la susceptibilité de la maladie, ce qui peut
nous aider a trouver des solutions possibles a ces aux questions liées a la prévention, lau
controle et au diagnostic des maladies (Campbell et Tishkoff, 2010 ; Campbell et al., 2014).
Comprendre les processus biologiques et appliquer des méthodes innovantes de diagnostic et
de traitement aidera a éliminer la fracture raciale en termes d’incidence et de résultats et

permettra d’améliorer les résultats du traitement de la maladie.
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L'utilisation de marqueurs moléculaires a été normalisée pour I'é¢tude de I'histoire de 1'évolution
humaine et la détection de schémas de variations génomiques parmi les populations (Agrafioti
et Stumpf, 2007). Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) et les microsatellites sont
deux marqueurs moléculaires largement utilisés pour étudier ces processus. Un polymorphisme
peut étre identifi¢ en tant que SNP lorsque plus d'un nucléotide d'un site de séquence est
présent dans une population, généralement avec un seuil de 1%. Les microsatellites sont des
motifs d'ADN courts (1 a 10 paires de bases) qui se présentent sous la forme de répétitions en
tandem réparties de maniere non aléatoire sur de nombreux locus dans le génome, dans les
régions codantes et non codantes ainsi que dans les régions non traduites 5' et 3'. (Ellegren,
2004). Ils sont particulierement susceptibles aux délétions et aux insertions pendant la
réplication en fonction de leur longueur - plus la séquence répétée est longue, plus l'instabilité
est fréquente (Sagher et al., 1999). Par conséquent, ils peuvent étre utilisés pour retracer des
événements démographiques récents en raison de leur trés faible taux de mutation estimé de

102 4 10 nucléotides par locus par génération (Sia et al., 2000 ; Tishkoff et Verrelli, 2003).

Le phénotype d'instabilité des microsatellites (MSI) est la présence de microsatellites de taille
alternative dans I'ADN tumoral différents de ceux observés dans I'ADN germinal
correspondant (European Patent Specification, 2010). MSI augmente le taux de mutation de la
base, qui est I'un des mécanismes responsables du « phénotype mutant » dans les cancers,
entrainant une prolifération, une évolution et une survie démesurées des cellules cancéreuses
Hampel et al., 2005 ; Morgan et Reuter, 2006).

Les répétitions de microsatellites dans les régions codantes sont hautement conservées, tandis
que celles dans les régions non codantes sont polymorphes, ce qui signifie un taux élevé de
mutations spontanées (Suraweera et al., 2001). Les séquences conservées montrées dans
certaines des régions non codantes, en particulier des UTR 5' et 3' qui flanquent des séquences
codant un gene, sont révélatrices de leur role dans l'expression génique (Sonenberg, 1994 ;
Pesole et al., 1997 ; Conne et al., 2000). Les microsatellites peuvent étre des mononucléotides,
des dinucléotides, des trinucléotides, des tétranucléotides et des penta nucléotides. Parmi ceux-
ci, les répétitions mononucléotidiques (RMN) représentent le type de microsatellites le plus
intéressant avec des longueurs conservées pour celles situées dans les régions codantes, tandis
que la longueur de celles contenues dans les régions non codantes peut varier fortement d'un
individu a l'autre. (Metzgar et al., 2000). 1l existe également dans les régions non codantes un
certain nombre de RMN quasi-monomorphes de longueurs comprises entre 20 et 40 pb. Ces
RMN présentent des variations de longueur significativement réduites au sein de la population
humaine, ce qui peut indiquer la possibilité de leur pertinence fonctionnelle (Woerner et al.,
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2009). En raison du niveau élevé de variabilité et du taux de mutations qui modifient leur
longueur, les microsatellites sont utiles pour étudier la structure de la population pendant des
milliers de générations (Bowcock et al., 1994 ; Roy et al., 1994 ; Goldstein et al, 1995 ;
Underhill ef al., 1996 ; Goldstein et Pollock, 1997 ; Reich et Goldstein, 1998 ; Goldstein ef al.,
1999).

Le phénotype d’instabilité des microsatellites a été identifi¢é a la fois comme marqueur
pronostique et prédictif du cancer colorectal, dans lequel les patientes atteintes de tumeurs
MSI-H sont mieux s€lectionnées pour certains types de traitement et ont une meilleure survie.
Trois facteurs principaux justifient [’utilisation de facteurs pronostiques et prédictifs

I’identification des patients dont le pronostic est bon et qui pourraient bénéficier du traitement
systémique adjuvant, ceux dont le pronostic est mauvais pour valider le bien-fondé¢ d’une
approche adjuvante plus agressive et enfin pour sélectionner les patients atteints de tumeur qui

sont plus ou moins susceptibles de bénéficier de différentes formes de thérapie (Clark, 1994).

Par conséquent, dans ce chapitre, nous avons évalué et comparé¢ la distribution des
microsatellites NR-21 (situé¢ dans la région non traduite en 5' du géne SLC748) et NR-24 (situé
dans la région non traduite en 5' du géne ZNF-2) chez les patientes atteintes d’un cancer du
sein au Nigéria et au Sénégal, ainsi que I’impact des cactéristiques clinicopathologiques. Cette
¢tude visait a examiner la distribution évolutive des tumeurs du sein dans les deux pays (si les
tumeurs suivent un modele d’évolution identique ou différent) et a vérifier également

l'utilisation possible des marqueurs étudiés pour le diagnostic clinique dans ces populations.

III.1. MATERIEL ET METHODES

IT1.1.1. Considération Ethique

Toutes les procédures de traitement des participantes a cette étude ont été réalisées dans le
respect des normes et de l'approbation éthique de I'Université d'Ibadan / University College
Hospital, Ibadan, Nigéria, et de I'Universit¢ Cheikh Anta Diop, Comité d'éthique de la
recherche, Dakar (Sénégal) comme indiqué dans le chapitre précédent. L'étude a été menée

conformément aux recommandations de la déclaration d'Helsinki sur la recherche biomédicale.

II1.1.2. Sites d'étude, Critéres d'Inclusion et d'Exclusion

I11.1.2.1. NIGERIA

Tous les cas consécutifs de cancer du sein ayant fréquenté 1'unité d'oncologie chirurgicale du
département de chirurgie de 1’University College Hospital d'Ibadan, au Nigéria (UCH) entre

novembre 2016 et juillet 2017 étaient éligibles pour cette étude. Cet hopital couvre une
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population d’environ 3,5 millions de personnes et constitue un hopital de référence majeur
dans le pays, situé dans la troisieme ville la plus peuplée du monde. Ibadan est situé a une
latitude de 7,38° et de 3,91° et a 181 meétres d’altitude. La majorité des patientes atteintes d'un
cancer du sein et diagnostiquées dans la région, en particulier sur la base de leur référence, sont
examinées a I'hopital de 1'University Health Unit. Les cas ont été recrutés lors de la premiere
présentation. Apres avoir expliqué le sujet de la recherche et obtenu le consentement éclairé,
les patients ont ¢été interrogés a l'aide d'un questionnaire bien structuré. Une biopsie a été
réalisée par les chirurgiens, tandis que les mesures de la taille, du poids, de la hanche et de la
taille étaient faites par les infirmiéres. Les patients recrutés avaient entre vingt-neuf (29) et
quatre-vingt (80) ans. Il y a eu 2 refus et cinquante (50) cas ont été utilisés pour les analyses.
Les ¢échantillons de tissus ont ét¢ placés dans des bouteilles ordinaires contenant de I'alcool
100% comme fixateur et conservés a -200° C dans le laboratoire de recherche sur le cancer du
sein de I'Institut de recherche médicale avancée (IMRAT) UCH, Ibadan. Les échantillons ont
ensuite été transportés dans de la glace en vertue de I’Accord de transfert de matériel au
laboratoire commun UCAD-IRD-ISRA/ BIOPASS du Centre de Biologie pour la Gestion des
Populations (CBGP) de Bel-Air, Dakar, au Sénégal, pour les différentes étapes de 1’analyse

moléculaire.
111.1.2.2. SENEGAL

Les cas présentés a I’Institut d’oncologie de I’hdpital Aristide Le Dantec de Dakar au Sénégal,
qui ont accepté de participer a 1’étude ont signé un consentement éclairé et ont été recrutés
pour I’étude. L'hopital Aristide le Dantec se trouve a Dakar, capitale du Sénégal et plus grande
ville du pays. Il s'agit d'un important et du seul hdpital de référence pour les patients atteints de
cancer dans le pays, desservant une population immédiate d'environ 2,45 millions de
personnes. Dakar est situé entre la latitude 14.690°N et la longitude -17.440°W et se situe a
une altitude de 12 metres au-dessus du niveau de la mer. Les oncologues chirurgicaux ont
prélevé un échantillon de tissu cancéreux par biopsie ou par mastectomie chez chaque patient
apres consentement éclairé. Un questionnaire standardisé a également été utilisé pour collecter
les données relatives au patient. Les échantillons de tissus ont été placés dans un flacon
contenant de 1'alcool 100% comme fixateur. Ils ont ensuite été transférés dans de la glace au
laboratoire commun UCAD-IRD-ISRA/BIOPASS du Centre de Biologie pour la Gestion des
Populations (CBGP) de Bel-Air, a Dakar, au Sénégal pour les différentes étapes de l'analyse

moléculaire.
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I11.1.3. Etude du Phénotype les Loci NR-21 et NR-24
I11.1.3.1. Choix de marqueurs dans I’étude

Les deux répétitions mono-nucléotidiques quasi-monomorphes analysées dans cette étude, NR-
21 et NR-24, sont conservées dans I'ADN germinal des Hommes et sont impliqués dans le
processus de transcription. Ils sont trés sensibles a la délétion somatique dans les tumeurs MSI-
H. Le marqueur NR-21 est une séquence répétée 21T située dans la position 5S’UTR du gene
SLC7A8 a la position 11 du bras long (q) du chromosome 14 (14q11.2). Le marqueur NR-24
est une répétition 24T trouvée sur le bras long (q) du chromosome 2 dans le 3’UTR du géne

Zinc finger-2 (2ql11.1).

L'utilisation de marqueurs BAT-25 et BAT-26 en tant que combinaison a €té proposée pour la
détection de MSI (Hoang et al., 1997 ; Zhou et al., 1998). Ils sont quasi-monomorphes dans les
populations de race blanche, ce qui leur permet d’étre facilement classés en fonction des
importantes variations de taille alléliques observées dans I’ADN de tumeur MSI en raison
d’une altération somatique (Hoang et al., 1997 ; Zhou et al., 1997). La majorité des analyses
des tumeurs colorectales des BAT-25 et BAT-26 établissent leur statut MSI sans référence a
I'ADN germinal (Zhou et al., 1998), mais certaines études ont identifié¢ leurs alleles de taille
alternatifs chez environ 19% des Afro-Américains (Pyatt ef al., 1999 ; Samowitz et al., 1999).
Par conséquent, I'analyse de répétitions supplémentaires a €té proposée pour éviter les résultats
faux positifs occasionnels provenant de ces polymorphismes de la lignée germinale. En
réponse a ce besoin, nous avons décidé de mener cette étude pour identifier le phénotype MSI
de NR-21 et NR-24 chez des patientes atteintes d'un cancer du sein au Nigéria et au Sénégal et

de comparer les variations polymorphes de ces marqueurs entre les deux populations.
I11.1.3.2. Extraction de ' ADN

L'ADN obtenu a partir du tissu tumoral de patients atteints de cancer du sein par biopsie a
l'aiguille fine, biopsie tru-cut ou mastectomie a été extrait a 1'aide du kit standard BioBasic,
codé¢ et stocké a -20°C pour les analyses PCR.

L'extraction de I'ADN a été réalisée selon le protocole des kits BioBasic avec un léger
ajustement effectué¢ par I’équipe de Génétique pour la Gestion des Populations, BIOPASS,
Dakar, Sénégal. Pour ce faire, 20 mg de chaque échantillon de tissu ont été pesés, coupés et
taquinés pour faciliter la digestion. Le tissu pesé a été taquiné et placé dans un tube eppendorf
de micro-centrifugeuse de 1,5 ml correctement étiqueté contenant 100 pl de tampon de

digestion du LCA pour chaque échantillon. Le tampon ATL est un détergent qui provoque la
63



dissociation tissulaire et I’individualisation des cellules. Un volume de 20 pl de protéinase K a
été ajouté au mélange pour dissocier l'association protéine-ADN-histone, puis le mélange a été
vortex¢ et incubé a 55°C pendant une nuit jusqu'a ce que le tissu soit complétement lysé. Apres
l'incubation, les artefacts ont été €éliminés apres centrifugation rapide a 12 000 radian/minute
(1256,6371 radian/seconde) et le surnageant a été récupéré. Pius, 200 ul de solution AB ont été
ajoutés au mélange, agités au vortex et incubés a 70°C pendant 10 minutes. Ensuite, 200 pl
d'éthanol absolu ont été ajoutés au mélange pour précipiter I'ADN et vortexés vigoureusement

pendant 20 secondes.

Le lysat a ensuite été transféré sur une colonne de membrane de silice préalablement placée sur
un tube collecteur de 2 ml (fourni dans le kit) ; puis centrifugé a 13 000 tr/min (1361,35688
tr/sec) pendant 3 minutes pour retenir ' ADN chargé négativement au niveau de la membrane
de la colonne de silice chargée positivement. Par conséquent, les protéines, les lipides et les
polysaccharides ont ét¢ €éliminés, laissant un précipité au fond du tube. L'ADN obtenu a été
encore purifié¢ pour éliminer toutes les formes de contaminants. Le processus de lavage a été
effectué¢ deux fois en ajoutant ensuite 500 pl du tampon de lavage et en centrifugeant le
mélange a 13 000 tr/min (1361,35688) pendant 1 et 3 minutes, respectivement. Enfin, les
colonnes contenant chaque échantillon ont été placées dans un autre tube eppendorf de 1,5 ml.
50 pl de tampon d'élution préchauffé a 70°C pour augmenter le rendement de 15 a 20% ont été
ajoutés directement a la membrane, suivie d’une incubation a la température ambiante pendant
2 min pour la remise en suspension de I’ADN et d’une centrifugation a 13 000 tr/min pendant 1
min. Les €chantillons d'’ADN obtenus ont ensuite été stockés a 4°C pour étre utilisés pour

I'analyse PCR.
I11.1.3.3. Réaction en Chaine par Polymérase (PCR)

Les conditions de la PCR sont optimisées pour chaque paire d’amorces et appliquées
uniformément pour tous les échantillons, ce qui permet de comparer les résultats des analyses.

Les amorces utilisées pour cette étude sont consignées dans le tableau V.
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Tableau V : Séquences d'amorces pour le test d'instabilité de microsatellites (Buhard
etal., 2006)

Microsatellites Génes Numéro Répétitipns Les séquences d'amorces Taille de
de I'amplicon
Genbank (pb)
NR-21 SLC748 XM _ 21T 5'UTR F : 107-110
033393 GAGTCGCTGGCACAGTTCTA
R :
CTGGTCACTCGCGTTTACAA
NR-24 Zinc- X60152 24T 3'UTR F : 126-129
finger 2 GCTGAATTTTACCTCCTGAC
R :
ATTGTGCCATTGCATTCCAA

Les amplifications furent effectuées dans un volume réactionnel de 50 pl et les conditions de la
réaction PCR pour chacun des tubes a échantillons sont consignées dans le tableau VI. Enfin,
49 ul du mélange réactionnel total sont distribués dans chaque tube d'échantillon et 1 ul de
chaque extrait d'ADN échantillon y est ajouté. Pour quelques-uns des échantillons contenant de

I'ADN trés concentré, celui-ci a été dilué au 1/10.

Tableau VI : Composition du mélange de réaction PCR

Composition du mélange Volume pour chaque marqueur
réactionnel

Marqueurs NR-21 NR-24
Eau Milli-Q 34.9 ul 34.9 ul
Tampon Sul Sul
MgClL: 2 ul 2ul
Chaque dNTP 2 ul 2 ul
Amorce forward 2.5l 2.5l
Amorce reverse 2.5l 2.5l
Taq polymérase 0.1 ul 0.1 ul
Extrait DNA 1 pl 1 ul
Total 50 ul 50 ul

La PCR a été réalisée dans un thermocycleur de type Eppendorf dans les conditions indiquées
dans le tableau VII et les conditions étaient les mémes pour les deux marqueurs microsatellites.
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I a été réalisé en 35 cycles de dénaturation et en maintien pendant 10 minutes avant la sortie
des amplicons pour électrophorése sur gel afin de vérifier la qualité de la PCR (Remarque : le
maintien peut aller a l'infini, mais dans cette étude, les réactions ont ét¢ laissées en attente

pendant au moins 10 minutes).

Tableau VII : Etapes de la PCR et conditions d’amplification

Conditions du thermocycleur PCR

Dénaturation (initiale)) 94°C pendant 5 minutes
Dénaturation (35 cycles) 94°C pendant 30 seconds
Hybridation 55°C pendant 30 seconds
Elongation 72°C pendant 30 secondes
Extension finale 72°C pendant 7 minutes
Conservation (Hold) 10°C ~ infinie

Les produits de PCR sont ensuite soumis a la migration électrophorétique sur un gel d’agarose

a 1,5% provenant de 7 pl de chaque échantillon et de 3 pl de bleu de bromophénol.
I11.1.3.4. Séquencage

Les amplicons (30 pl chacun) ont ensuite été placés dans une microplaque de microtitration
a 96 puits avec chaque amorce (15 pl de 10 pm) et pour chaque échantillon et envoyés a la
société Macrogen, South Korea et New York pour le séquengage Sanger (Mbaye et al.,

2015).
I11.1.4. Nomenclature et classification de variantes de séquences

Antonarakis et le groupe de travail sur la nomenclature en 1998 ont suggéré un systeme de
nomenclature pour la description des mutations et des polymorphismes observés dans les
séquences d'ADN et de protéines. Cette numérotation est connue sous le nom de
recommandations / nomenclature de la Société de la variation du génome humain (HGVS)
(den Dunnen et Antonarakis, 2000). Par conséquent, la nomenclature des variantes de
séquences constitue les modifications observées dans une séquence spécifique lorsque cette
séquence est comparée a une séquence de référence. Par la suite, afin de remédier aux
erreurs et aux incohérences et d’obtenir une description stable, précise, significative, non

équivoque et sans ambiguité mais souple, le groupe de travail sur la description des
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variantes de séquences (SVD-WGQG) a achevé sa procédure en 2015. Ce groupe comprend
Organisation (HUGO), le Projet du variome humain (HVP) et le HGVS (den Dunnen et al.,
2016). Les variantes les plus prioritaires sont : inversion, suppression, duplication, insertion
et conversion. Les autres sont de type substitution, suppression-insertion, translocation,
transposition, conversion génique. Les définitions suivantes des variantes de séquences sont

telles que rapportées par den Dunnen et Antonarakis, 2001 ; den Dunnen et al., 2016).
II1.1.4.1. Variante DELETION

La délétion est utilisée pour identifier un changement dans une séquence spécifique au cours
de laquelle un ou plusieurs nucléotides sont excisé€s par rapport a la séquence de référence.
I1s sont décrits en utilisant "del" aprés une indication du premier et du dernier nucléotide (s)

délétés qui sont séparés par un trait de soulignement ("_").
I11.1.4.2. Variante INSERTION

Une insertion est un changement de séquence ou, par rapport a la séquence de référence, un
ou plusieurs nucléotides sont insérés et ou l'insertion n'est pas une copie d'une séquence
immédiatement en 5'. Les séquences de nucléotide (s) insérées sont ajoutées entre deux
nucléotides adjacents dans la séquence et sont désignées par "ins" apres les nucléotides

encadrant l'insertion.
111.1.4.3. Variante SUBSTITUTION

Un changement de séquence ou, comparé a une séquence de référence, un nucléotide est
remplacé par un autre nucléotide. Les substitutions sont désignées par un caractére ">" apres

le numéro du nucléotide affecté.
I11.1.4.4. Variante DUPLICATION

En duplication, une séquence change lorsque, comparée a une séquence de référence, une
copie d'un ou plusieurs nucléotides est insérée directement en 3' de la copie originale de la
séquence. Ils sont désignés par "dup" apres une description du segment dupliqué qui est le
premier (et le dernier) nucléotide (s) dupliqué (s). Ceci est applicable méme pour les

mononucléotides.
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I11.1.4.5. Variante INSERTION PAR DELETION

La variante d’insertion par délétion est parfois décrite comme une variante complexe et est
un changement de séquence dans une séquence spécifique qui, comparée a une séquence de
référence, remplace un ou plusieurs nucléotides par un ou plusieurs autres nucléotides et
n’est pas une substitution, une inversion ou une substitution conversion. Aussi connu sous le
nom ("indels"), ils sont décrits comme une suppression ("del"), suivie d'une insertion

("ins"). Exemple g.6775delinsT
I11.1.4.6. Variante INVERSION

Cela se produit lorsqu'un changement de plus d'un nucléotide dans une séquence spécifique

remplace la séquence d'origine par rapport a la référence. Il est souvent représenté par “inv”.

I11.1.5. Analyses moléculaires pour la génétique des populations a I'aide de microsatellites

I11.1.5.1 : Analyse du polymorphisme et de la diversité génétique

Les séquences de NR-21 et NR-24 obtenues apres le séquencgage ont été analysées a 1'aide de
plusieurs logiciels bioinformatiques incorporant des approches d’analyses de génétique des
populations. II s'agit d'une étape importante dans le processus d'analyse des données car elle
met en évidence les similitudes (homologies) et les différences entre les séquences utilisant
le format de fichier fasta en recherchant les positions de délétion et d'insertion. Pour tester
l'association entre le cancer du sein et l'instabilit¢ des marqueurs microsatellites dans la
population étudiée, les séquences obtenues ont été alignées avec les séquences de référence
de chaque marqueur en utilisant le numéro de la banque de génes comme dans Buhard et al.,
(2006) et indiqué dans le tableau V. Les séquences ont été alignées a l'aide de l'algorithme
Clustal de la version 7.1.9 de BioEdit Sequence Alignment Editor (Thompson et al., 1994 ;
Hall, 1999). L’identification d'une mutation apres l'alignement d’une séquence d’ADN a été
suivie par une nouvelle visualisation manuelle du chromatogramme de la séquence d'ADN

pour valider si la mutation observée était présente ou non.

Par la suite, pour chacun des marqueurs, le nombre des Séquences (N), le nombre
d’haplotypes (H), le nombre de sites polymorphes (0s), le nombre moyen de différences par
paire de séquences (K), les diversités haplotypique (h) et nucléotidique (m) ont été estimés

pour la population étudiée en utilisant les logiciels DnaSP (pour les trois premiers) et
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I’ Arlequin (pour les trois derniers) (Nei, 1987 ; Rozas et al, 2012). Le nombre moyen de
différences nucléotidiques par site par paire était estimé par n (Tajima, 1989), tandis que la
valeur Ow est basée sur le nombre de sites de ségrégation dans une population (Watterson,
1975). La diversité haplotypique prend en compte le nombre d'individus et la fréquence des
haplotype (h) et montre la probabilit¢é que deux séquences sélectionnées de manicre
aléatoire au sein d'une population spécifique soient identiques (Nei, 1987). Par conséquent,
une grande diversité d'haplotypes montre une probabilité plus grande d'observer différents
haplotypes parmi deux individus sélectionnés au hasard. La diversité des nucléotides, bien
qu’une mesure de la diversité génétique, incorpore le degré réel de différences entre les
séquences étudiées. Ainsi, plus les haplotypes présents dans une population sont distincts les
uns des autres en termes de nombre de sites polymorphes les différenciant, plus la diversité

en nucléotides est élevée.

Pour vérifier l'instabilité, les différences observées pour chaque microsatellite dans la
population étudiée par rapport a la référence en termes de taille et de configuration des
variantes (délétion, insertion, transition ou transversion) ont été considérées comme
représentant l'instabilité. Etant donné que I'ADN normal n'a pas ét¢ examiné, chaque
échantillon présentant un polymorphisme dans l'une des répétitions mono nucléotidiques NR-
21 et NR-24 a été évalué positif pour l'instabilité (Wong et al., 2006). Les tumeurs ont été
définies comme étant des microsatellites stables, si elles étaient stables pour les deux
marqueurs ; une instabilit¢é microsatellite faible (MSI-L), si elles étaient instables pour un
marqueur et une instabilité microsatellite ¢levée (MSI-H) si elles €taient instables pour les deux

marqueurs.
I11.1.5.2 : Analyse de I’évolution génétiques

I11.1.5.2.1 : Analyse de la Structuration génétique

Les Fsr, qui mesure la différenciation génétique et 1’analyse de la variance moléculaire
(AMOVA) qui indique la source de la variation moléculaire, ont été déterminés globalement
pour la population d’étude et indépendamment pour chaque pays. Les Fst et leurs probabilités
associées ont €té calculées a l'aide du logiciel Arlequin version 3.0 (Weir et Hill, 2002 ;
Excoffier et al., 2005). Le Fsr pour le test de neutralit¢ montre la dérive génétique et le motif
de différenciation de la tumeur dans la méme direction sur tous les loci le long de la voie du

génome pour une population donnée (Beaumont et Baldoing, 2004 ; Excoffier et al., 2009). Le
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Fst détecte les événements de sélection positifs récents et les événements spécifiques aux SNP,

ce qui permet de cibler directement la variante en cours de sélection.

Ces valeurs de différenciation génétique ont été¢ estimées entre le Nigéria et le Sénégal et
leurs probabilités associées ont été¢ obtenues avec leur p - value. La différence observée
entre les deux pays a été acceptée comme vraie si la p - value du Fsr était significative a (P
<0,05) ou rejetée comme fausse lorsque la p - value du Fst global n'était pas significative
(P> 0,05). Les loci soumis a une sélection divergente devraient avoir des valeurs de Fst plus
¢levées que les locus neutres, tandis que les locus soumis a une sélection d'équilibrage
devraient avoir des valeurs de Fst inférieures (Lewontin et Krakauer, 1973). Sous neutralité,
le Fst est uniquement déterminé par la dérive génétique qui affectera tous les loci situés le

long du génome dans une voie similaire.
I11.1.5.2.2 : Test de Neutralité pour la variabilite intra-spécifique et inter-specifique

Les tests de neutralité intra-spécifiques sont basés sur le polymorphisme observé chez les
populations humaines. Différentes approches statistiques ont été utilisées pour déterminer
'évolution moléculaire et estimer la diversité des haplotypes et des nucléotides. Les
parametres statistiques ont été calculés a I’aide de la version 3.0 d’Arlequin et du niveau de
signification évalué apres 10000 simulations sur coalescence (Excoffier et Lischer, 2010).
Le polymorphisme InDel a été calculé sur DnaSP en utilisant Kimura 2-parameter (K2P)

(Librado et Rozas, 2009).

Le test D de Tajima évalue une déviation générale du spectre de fréquences alléliques par
rapport aux prévisions dans des conditions neutres. Ce test prend en compte I’ensemble du
spectre : il mesure le nombre moyen de différences observées entre les paires de séquences
et le nombre total de sites polymorphes. Les valeurs attendues du D de Tajima et du Fs de
Fu sous neutralité seront zéro. Les valeurs seront négatives sous sélection positive ou sous
sélection négative en raison d'un exceés de mutations rares, elles seront positives sous
sélection équilibrée en raison d'un exces d'alleles de fréquence intermédiaire. Les autres
tests qui mesurent également un excés ou un déficit en mutations rares incluent les
statistiques D* et F* de Fu et Li (Fu et Li, 1993). Ces tests sont similaires a ceux du D de
Tajima et mesurent quant a eux I'exceés ou le déficit en mutations présentes qu'une seule fois
dans 1'échantillon (singletons). Les valeurs négatives et positives indiquent respectivement
une sélection positive / négative et une sélection équilibrée. Toutes ces statistiques doivent

étre proches de zéro en neutralité.
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I11.1.5.3 : Analyse d’expansion Génétique

L’expansion génétique, qui se caractérise par l’existence d’un écart par rapport a
I’hypothése de neutralit¢ et d’une différence de nucléotide par paire dans les tissus
cancéreux, a ¢té étudiée en calculant le D de Tajima et le Fs de Fu (Tajima, 1989, Fu, 1997).
Si la p - value pour le D de Tajima et le Fs de Fu est significative a p < 0,05 ou p < 0,02
respectivement, nous acceptons I'hypothése d'une expansion tumorale pour la population
évaluée mais le niveau est non significatif a p > 0,05 pour le D de Tajima et p > 0,02 pour
Fs de Fu. La valeur de Fs de Fu est plus pertinente pour une petite population (taille de

I'échantillon) comme dans cette étude.

L’analyse de Mismatch distribution, qui apprécie les distances génétiques entre chaque paire
de tissus cancéreux a été déterminé en considérant I’écart entre les distributions observées et
attendues afin de tester la validité du modele d'expansion avec le logiciel DnaSP (Rogers et
Harpending 1992). Une courbe unimodale indique une absence d’expansion, alors qu'une
courbe multimodale soutient l'expansion de la tumeur dans la population donnée. La somme
de la déviation des carrés (SSD) et l'indice de raggedness de harpending (RI) ont été
calculées a 1'aide du logiciel Arlequin (Schneider et Excoffier 1999 ; Excoffier ef al., 2005).

Une valeur statistiquement significative du SSD a p = 0,005 soutient le modele d’expansion.

Bien que tous ces tests reposent sur le méme principe, ils couvriront différentes parties du

spectre des fréquences alléliques.
I11.1.6 Analyses Statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide de SPSS version 20 (SPSS, Inc. Chicago IL,
Etats-Unis). Les résultats obtenus ont été enregistrés en tant que valeurs du khi deux (Chi-2)
pour les variables qualitatives et du t-test pour les variables continues. La valeur

statistiquement significative a été placée a p - value < 0,05.

Les parameétres utilisés pour étudier la corrélation entre les marqueurs étudiés et les
parametres clinico-pathologiques dans ce chapitre sont : 1'dge au diagnostic (50 ans, > 50
ans) ; le stade de la tumeur (1 a 4), le grade SBR (grade 1 - 3 représentant respectivement
une tumeur bien différenciée, une tumeur moyennement différenciée et une tumeur
faiblement différenciée) ; et si la tumeur était invasive ou non invasive pour chaque cas.
Pour chaque population étudiée, les caractéristiques étudiées ont été regroupées en tant que

variables catégorielles afin de déterminer la corrélation entre chaque parameétre et le
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phénotype MSI de NR-21 et NR-24. Un t-test sur échantillon indépendant a également été
réalisé pour comparer les moyennes de certaines caractéristiques continues chez ces
patientes. Les variables continues étaient : 1’dge moyen au diagnostic, I’age a la ménarche,
I’age a la premicre grossesse a terme et la parité, et les résultats sont présentés en moyenne

+ S.D.
II1.2. Résultats et Discussion
II1.2.1. Résultats

I11.2.1.1. Phénotype d'instabilité des microsatellites NR-21 et NR-24 chez les patients

atteints de cancer du sein au Nigéria et au Sénégal

Quatre-vingt-seize échantillons au total ont été chacun séquencés pour les deux marqueurs
microsatellites. Apres alignement, quatre-vingt-treize séquences ont été obtenues pour le NR-
21 au Nigéria et au Sénégal (47 séquences par pays) et deux séquences qui n'étaient pas
propres ont été retirées des l'analyses. Pour NR-24, quatre-vingt-sept séquences claires et
correctement alignées ont ét¢ obtenues (44 séquences pour le Nigéria et 43 séquences pour le
Sénégal), dix séquences qui n'étaient pas propres et ont été retirées des l'analyses. Par
conséquent, les données analysées dans cette étude sont celles des séquences propres et
correctement alignées. Pour éviter tout biais, l'alignement de chaque marqueur microsatellite
étudié a ensuite €ét€¢ confirmé manuellement avec le chromatogramme de chaque individu. Les
résultats pour chaque pays et pour chaque marqueur et pour les deux marqueurs sont résumeés

dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats du phénotype MSI chez les patientes atteintes d'un cancer du sein

au Nigeria et au Sénégal

Marqueurs MSI status Nigeria : No. (%) Senegal : No. (%) Total : No. (%)
NR-21 MSS 7 (15.2) 7 (14.9) 14 (15.1)
MSI 39 (84.8) 40 (85.1) 79 (84.9)
NR-24 MSS 13 (29.5) 8 (18.6) 21 (24.1)
MSI 31(70.5) 35 (81.4) 66 (75.9)
Deux marqueurs MSS 2(4.3) 2(4.7) 4(4.5)
Instables MSI-L 20 (43.5) 12 (27.9) 32 (35.9)
MSI-H 24 (52.2) 29 (67.4) 53 (59.6)

Pour le Nigéria, deux tumeurs (4,3%) ont été stables, vingt (43,5%) ont présenté une MSI-L et
vingt-quatre (52,2%) ont présenté une tumeur MSI-H. Au Sénégal, deux patientes (4,7%)
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atteintes de tumeurs MSS, douze (27,9%) et vingt-neuf individus (59,6%) atteints de tumeurs
MSI-L et MSI-H ont été décelés, respectivement. Les résultats obtenus n'étaient pas
statistiquement significatifs pour les deux marqueurs (données non présentées). Les figures 18
et 19 montrent les pourcentages d'individus stables et instables dans chaque pays pour NR-21 et
NR-24. Le pourcentage d'individus stables et instables pour le NR-2] était le méme pour
chaque pays (MSS - 15% ; MSI - 85%). Mais pour NR-24, 81% de la population a d'étude
¢taient instables pour le Sénégal, 70% des Nigériannes présentaient une instabilité. Ces

données représentent également les pourcentages d’alléles variantes pour chaque marqueur.

Figure 18a Figure 18b

Figure 18 : Phénotype MSI NR-21 pour le Nigéria et le Sénégal

Figure 19a Figure 19b

Figure 19 : Phénotype MSI NR-24 pour le Nigéria et le Sénégal
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Le tableau IX montre la distribution des haplotypes et motifs pour NR-2] pour le Nigéria et le
Sénégal. Il y avait huit haplotypes différents au total pour les deux pays avec le plus grand
nombre d'haplotypes (8) présents au Sénégal tandis que le Nigéria avait 4 haplotypes.
L'haplotype 6 avec les répétitions 22T présentait la fréquence la plus élevée pour 1'ensemble de
la population étudiée (15 au Nigéria et 23 au Sénégal). Il y avait quatre haplotypes de NR-21
pour le Nigéria avec le plus grand nombre de fréquences d'haplotypes (16) ayant des
répétitions 23T et la plus basse fréquence d'haplotypes pour les all¢les variantes (8) ayant des
répétitions 24T. Le nombre de cas avec les répétitions de type sauvage (21T) était le méme (7)
pour chaque pays (tableau IX). Pour le Sénégal, il y avait deux haplotypes avec la fréquence

minimale ayant chacun 16T et 17T répétées (tableau [X).

Les tableaux X et XI montrent les motifs et la distribution des haplotypes pour NR-24
respectivement pour le Nigéria et le Sénégal. NR-24 avait le plus grand nombre d'haplotypes
(23 haplotypes) que NR-21. Les répétitions 24T de type sauvage avaient la fréquence de
distribution la plus élevée (Hap 1), le Nigéria ayant le nombre le plus élevé (13) et la fréquence
8 pour le Sénégal. Parmi les déviations par rapport au type sauvage, Hap 4 avec une
substitution de G (24T>QG) ¢tait le plus présent avec 10 haplotypes tous trouvés dans la
population sénégalaise. Huit haplotypes au total avaient une fréquence d’un. Le Sénégal avait
¢galement le plus grand nombre d'haplotypes pour le NR-24 (16 haplotypes), tandis que le
Nigéria comptait 12 haplotypes. La variante la plus commune observée ici était la duplication

(73 séquences) de la répétition thymine jusqu'a 3 nucléotides.

Tableau IX : Tailles et frequences allele du NR-21 au Nigeria et au Senegal

HAPLO Tailles des alleles Motifs NIG : SEN : Total
-TYPES (Fréq.) (Fréq.)  (Fréq.)
HAP 1 1_5delT (16T) - ITTTTTTTTTTTTTTTT - 1 1
HAP 2 1_4delT (17T) —-TTTTTTTTTTTTTTTTT - 1 1
HAP 3 1_3delT (18T) —TTTTTTTTTTTTTTTTTT - 2 2
HAP 4 1delT (20T) S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT - 2 2
HAP 5 21T (type sauvage) TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 7 7 14
HAP 6 22T I'TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 15 23 38
HAP 7 23T ITTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTITT 16 9 25
HAP 8 24T ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 8 2 10
TOTAL 46 47 93
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Les différents motifs d'haplotype pour NR-2] et NR-24 sont présentés respectivement dans

les tableaux IX et X.

Tableau X : Liste des haplotypes et des motifs NR-24

Haplotypes Fréquences Motifs

H1 21 ITTTTTTITITTITITITTTTTTTTIT
H2 4 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
H3 10 TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTG
H4 1 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-TT
H5 4 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-TG
H6 1 -TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTT
H7 2 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-GTTT
HS 1 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTT
H9 3 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTG
H10 1 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT-TG
HI11 7 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTG--
H12 8 ITTTTTTTTTTTTTTTTTTGT---
H13 2 ~-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT--
H14 2 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT--T-
H15 5 TTTTTTTTTTTTTTTTTTT-TTTG-
H16 1 ITTTTTTTTTTTTTTTTTT-TT-G-
H17 1 ITTTTTTTTTTTTTTTTTT--TTG-
H18 2 TTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GTT-
HI19 2 TTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GTG-
H20 1 TTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GT--
H21 4 TTTTTTTCCCTTTTTTTTTTTTTT-
H22 3 S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG-
H23 1 TTTTTTTTTTTTTTTTGTTG-----
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Tableau XI : Tailles et fréquence des’alléles du NR-24 au Nigéria et au Sénégal

Haplotypes Tailles des all¢les Nigéria: No. Sénégal: No. Total
(Fréq. relative.) (Fréq.relative)

Hap 1 24T (type sauvage) 13 (0.295) 8 (0.186) 21
Hap 2 24dupT 3 (0.0682) 1 (0.0233) 4
Hap 3 24T>G - (0) 10 (0.233) 10
Hap 4 22delT - (0) 1(0.233) 1
Hap 5 22delT; 24T>G 1 (0.0227) 3 (0.0698) 4
Hap 6 1delT; 22delinsG; 24dupT - (0) 1(0.0233) 1
Hap 7 21delT; 22delinsG; 24dupT - (0) 2 (0.0465) 2
Hap 8 20delinsG - (0) 1 (0.0233) 1
Hap 9 20delinsG; 24T>G 1 (0.0227) 2 (0.0465) 3
Hap 10 20delinsG; 22delT; 24T>G 1 (0.0227) - (0) 1
Hap 11 20delinsG;22T>G; 23 24delT 7 (0.159) - (0) 7
Hap 12 20delinsG; 22 24delT 7 (0.159) 1 (0.0233) 8
Hap 13 1 2delT; 22delinsG; 24delT 2 (0.0455) - (0) 2
Hap 14 20delins; 22 23delT 2 (0.0455) - (0) 2
Hap 15 20delT; 24T>G -(0) 5(0.116) 5
Hap 16 20delT; 23delT; 24T>G 3 (0) 1 (0.0233) 1
Hap 17 20 21delT; 24T>G 4 (0) 1 (0.0233) 1
Hap 18 20 21delT; 22delinsG 5 (0) 2 (0.0465) 2
Hap 19 20 21delT; 22delinsG; 24T>G 3 (0.0455) 6 (0) 2
Hap 20 20 21delT; 22delinsG; 24delT 1 (0.0227) 4 (0) 1
Hap 21 8 10T>C 4 (0.0909) 2 (0) 4
Hap 22 1delT; 24T>G 5 (0) 3 (0.0698) 3
Hap 23 17T>G; 20delinsG; 21 _24delT 6 (0) 1 (0.0233) 1
Total 44 43 87
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II1.2.1.2. Parametres de la diversité génétique

Le tableau XII présente un résumé des parametres de la diversité génétique pour chaque
marqueur montrant la diversit¢ InDel, la diversité haplotypique InDel k(i) et la diversité

InDel par site P (i).

Pour le NR-21, nous avons observé une diversité haplotypique (h) élevée (Nigéria: h =
0,7353 £ 0,0277 ; Sénégal : 0,7105 £ 0,0557) et une diversité nucléotidique () faible pour
chaque pays (Nigéria : = = 0,0000 + 0,0000 ; Sénégal : 0,0069 + 0,0121). Il y avait une
différence de 0,0248 dans la diversité des haplotypes entre les deux pays, avec une plus
grande diversité d'haplotypes parmi les tumeurs du Nigéria que celles du Sénégal. Le
Sénégal a montré une plus grande diversité nucléotidique dans chaque tumeur alors que
pour le Nigéria, nous n'avons pas observé de diversité dans les tumeurs pour le NR-21. De
plus, le nombre de différences par paires moyennes était de 0,0000 = 0,0000 et 0,152 +
0,196 respectivement au Nigéria et au Sénégal, avec une différence plus grande observée au
Sénégal qu'au Nigéria. Ceci corobore avec la diversité de nucléotides nulle observée pour le

Nigéria.

Pour le NR-24, les résultats étaient similaires avec une haute diversité haplotypique de
0,8605 £+ 0,0320 et 0,8981 + 0,0268 respectivement pour le Nigéria et le Sénégal et une
diversité nucléotidique faible (Nigéria : 0,0298 £ 0,0286 ; Sénégal : 0,0026 + 0,0072), avec
une différence moyenne correspondante de 0,5074 + 0,4384 et 0,0465 = 0,1165
respectivement pour le Nigéria et le Sénégal. Une plus grande diversité haplotypique a été
observée au Sénégal par rapport au Nigéria, avec une différence de 0,0376 entre les deux
pays. Alors que la différence observée en nucléotides était de 0,0272 entre les deux
populations, une différence plus grande a été observée au Nigéria. De méme, la différence
moyenne par paire était plus grande au Nigéria qu'au Sénégal avec une différence de 0,4609

entre les deux pays.
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Tableau XII : Paramétres de diversité génétique des séquences des microsatellites NR-21 et

NR-24 des tissus cancéreux

NR-21 NR-24

Nigéria Sénégal Nigéria Sénégal
Nombre total de séquences 46 47 44 43
utilisés
Nombre total de sites (hors sites 21 16 17 18
présentant des lacunes)
Nombre de sites polymorphes 3 11
Nombre total de sites InDels 3 8
Nombre total d’événements de 3 7 8 9
sites InDels
Nombre d'haplotypes InDel 4 8 9 11
Diversité Haplotypique (InDel) 0,735 0,710 0,786 0,742
Diversité InDel, k(i) (InDel) 1,177 1,488 1,581 1,200
Diversité InDel par site P(i) 0,0490 0,0619 0,0633 0,0480
Diversité haplotypique (h+SD) 0,7353 £0,0277 0,7105 £ 0,0557 0,8605 £+ 0,0320 0,8981 + 0,0268
Diversité nucléotidique (n+SD) 0,0000 £ 0,0000 0,0069 £ 0.0121 0,0298 + 0,0286 0,0026 + 0,0072
Nombre moyen de différences par | 0,0000 + 0,0000 0,1258 £ 0.1962 0,5074 + 0,4384 0,0465 +£0,1165
paire (k)

I11.2.1.3. Structuration génétique

Les tableaux XIII et XIV montrent le niveau de structuration des résultats d’AMOVA par
locus et le degré de différenciation génétique a la fois globalement et spécifiquement par

pays pour NR-21 et NR-24 respectivement.

Pour NR-21, le pourcentage de variation au sein de chaque pays était de 91,5214 et entre les
deux pays 8,4786. Bien que la valeur du Fsr soit faible (0,0848), elle était néanmoins
significative (0,0019), indiquant que la structuration observée entre le Nigéria et le Sénégal
est déterminante. Egalement, le NR-24 a montré plus de variabilité¢ entre les tumeurs de
patientes du méme pays (au sein d’une population : 88,5986) qu'entre les deux pays
(11,4015) avec une valeur du Fsr statistiquement significative (0,0000) entre les deux

populations mais non significative au sein de chacune d’elles.

La composition en nucléotides pour NR-21 était celle d'un motif microsatellite parfait de
répétitions de thymine (100%) et de 96,42% de thymine avec 3,58% de guanine

principalement sous forme d'indels ou de substitution de T > G pour NR-24.

78



Tableau XIII : Analyse des différences inter-populations et intra population pour le NR-21 par

AMOVA

Source de variation Somme des carrés Variance Pourcentage de variation
Entre la population 3,453 0,0603 8,4786

Selon la population 59,213 0,6507 91,5214

Total 62,667 0,7109

Fst par loci : 0,0848 ; p - value = 0,0019
Composition nucléotidique : T:100% G:0% C:0% A: 0%
Fsr spécifique a la population

Nigeria 0,0709
Sénégal 0,0305 p - value =0,1256

Tableau XIV : Analyse des différences inter-populations et intra population pour le NR-
24 par AMOVA

Source of variation Somme des carrés Variance Pourcentage of variation
Entre population 9,033 0,1762 11,4015

Selon la population 116,381 1,3692 88,5986

Total 125,414 1,5454

Fst par loci : 0,11401 ; p - value = 0,0000

Composition nucleotide : T:96,42% G :3,58% C:0% A: 0%

Fsr spécifique a la population
Nigeria  0,0458

Sénégal  0,0813 p - value = 0,0811

Le paramétre de mutation estimé théta (0) calculé pour le nombre de sites de ségrégation (Os) et
le nombre moyen de différences de nucléotides (0x) de la comparaison par paires montre plus

de diversités pour NR-24 que pour NR-21.

NR-21 avait des estimations zero des deux parametres pour le Nigéria alors que pour le Sénégal
les parametres étaient zero pour 0s et 67 (0,1258 + 0,2178). Comme le montre le tableau XV,

ces parametres sont plus diversifiés au Nigéria qu'au Sénégal pour le NR-24.
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Tableau XV : Test de diversité moléculaire

Marqueurs NR-21 NR-24
PM Sénégal Nigéria Sénégal Nigéria
Theta (S) 0,0000 0,0000 0,2311 0,6897
S.D. Theta (S) 0,0000 0,0000 0,2311 0,4285
Theta () 0,1258 0,0000 0,0465 0,5074
S.D. Theta (r) 0.2178 0,0000 0,1294 0,4868
Theta (k) 0.8542 2,5141 8,7749 5,0899
95% C.I 02923 ;22498  1.1331,52626  4,6659; 16,1789  2,5580;9,7821

I11.2.1.4. Test de I'hypothese des mutations neutres

L'observation du TD était égale a 0 alors que la valeur p était égale a 1 ; par conséquent, nous
ne rejetons pas I'hypothése nulle selon laquelle tout le polymorphisme de délétion/insertion
observé est maintenu sans sélection pour les deux pays au niveau de 5%. En outre, I'hypothése
de mutations neutres peut expliquer le polymorphisme de I'ADN pour le marqueur NR-21.
D'autre part, une valeur négative a été obtenue pour le Fs de Fu au Nigéria et était
significativement différent de 0, probablement en raison davantage de signes de croissance
tumorale ou d'auto-stop dans cette population qu'au Sénégal ou le résultat était positif et non
statistiquement différent de 0. Ceci est montré sur le tableau.

Le test de neutralité pour le NR-24 est également illustré au tableau XVI : des valeurs négatives
ont été obtenues pour les TD et les FF dont seul FF était significativement différent de 0. Si le
TD est pris en soi, cela impliquera que l'hypothése de mutation neutre peut expliquer le
polymorphisme des séquences obtenues pour ce marqueur. Néanmoins, nous suggérerions
davantage de croissance tumorale ou de hitchhiking que de sélection pour ce gene (Fu, 1997),

étant donné que seul le facteur FF est significativement différent de 0.

Tableau XVI : Tests de neutralité selective

Marqueurs NR-21 NR-24
PM Sénégal Nigéria Sénégal Nigéria
D de Tajima 0,0000 0,0000 -1,1175 -0,5627
p — value 1,0000 1,0000 0,1290 0,3130
Fs de Fu -14,6989 0,3402 -0,3403 -14,6505
p —value 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
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Tableau XVII : Analyse des mismatch distribution pour I’expansion génétique

Marqueurs NR-21 NR-24

Paramotres Pays Sénégal Nigéria Sénégal Nigéria

SSD 0.0021 0.0000 0.0000 0.0413
0.1700 0.0000

p - value 0.1510 0.0160
0.7643 0.0000

Raggedness 0.8248 0.7476
0.7200 0.0000

p - value 0.8950 0.7010

I11.2.1.2 : Les relations entre les marqueurs étudiés (NR-21 et NR-24) et les

caractéristiques clinico-pathologiques

Les résultats concernant la relation entre le NR-21 et les caractéristiques clinicopathologiques
des patients du Nigéria et du Sénégal sont représentés au tableau XVIII. D'aprés les résultats,
plus de la moitié¢ des patientes (65%) du Sénégal agés de moins de 50 ans présentaient une
instabilité pour le NR-21 contre 41% des Nigérianes de la méme catégorie d'age. Les patientes
présentant une tumeur du stade 3 étaient plus nombreuses que celles diagnostiquées aux autres
stades pour les deux pays et étaient instables pour NR-21 (50% pour le Nigeria et 43% pour le
Sénégal). Plus de patientes avec une tumeur de grade intermédiaire (grade 3) dans les deux
pays étaient instables pour NR-21 (44% pour le Nigeria et 57% pour le Sénégal) que de
patientes avec tumeurs bien ou mal différenciées. Alors que toutes les patientes des deux pays
sauf une du Sénégal avaient un carcinome canalaire invasif (IDC), 84% et 87,5% des
Nigérianes et des Sénégalaises respectivement étaient instables pour le NR-21.

Le tableau XIX présente les résultats des parametres cliniques en association avec le NR-24. La
plupart des patients atteints de tumeurs instables étaient également agés de moins de 50 ans,
avec la fréquence la plus élevée au Sénégal (41,3%). Les patientes avec une tumeur de stade 3
ainsi que ceux de grade 2 avaient plus de tumeurs instables que toutes les patientes ayant un

CDI dans les deux pays.
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Tableau XVIII : Relations entre les parameétres cliniques et le phénotype MSI pour NR-21 chez

les patientes atteintes d'un cancer du sein au Nigéria et au Sénégal

Nigéria Sénégal
Paramétres cliniques MSS MSI MSS MSI
Age(années) : <50 5 19 3 27
>50 2 20 2 9
Stade 1 0 0 0 3
2 0 5 1 3
3 2 21 3 16
4 4 10 1 10
Grade SBR | 1 8 0 4
2 4 20 2 19
3 2 10 3 5
Histologie IDC 7 39 5 35
Autres 0 0 0 |

Tableau XIX : Relations entre les parametres cliniques et le phénotype MSI pour NR-24 chez

les patientes atteintes d'un cancer du sein au Nigéria et au Sénégal

Nigéria Sénégal
Paramétres cliniques MSS MSI MSS MSI
Age (années) <50 11 16 4 26
> 50 2 15 4 7
Stade 1 0 1 2
2 2 0 4
3 6 18 3 16
4 2 4 7
Grade SBR 1 3 6 2 2
2 9 16 2 18
3 1 8 4 14
Histologie IDC 13 31 8 32
Autres 0 0 0 0

Le tableau XX montre la proportion d'individus présentant une instabilité microsatellite, des
tumeurs hautes et basses pour les deux marqueurs des deux pays par rapport aux patients
stables pour les deux marqueurs et leur corrélation avec les parametres cliniques. Ce résultat
est similaire aux résultats présentés individuellement pour chaque marqueur avec plus de
patientes de chaque pays ayant des tumeurs MSI-H présentant également, au stade 3, des
tumeurs modérément différenciées en termes d'age au moment du diagnostic. Pour ce dernier,
alors que le résultat reste le méme pour le Sénégal avec 53% des patientes atteintes de tumeur

MSI-H ayant moins de 50 ans, I’inverse a été le cas pour les patients du Nigéria avec 30% des
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patientes présentant une tumeur MSI-H étant de moins de 50 ans et 28% ayant eu une tumeur

MSI-L étaient agés de 50 ans ou plus.

Parmi tous les résultats, seul 1'dge au diagnostic (valeur p = 0,05) était associ¢é de manicre
significative au NR-24 chez les Nigérianes, tandis que le grade SBR (p - value = 0,041) était

significatif chez les Sénégalaises (données non présentées).

Tableau XX : Relations entre les paramétres cliniques et le phénotype MSI pour les
tumeurs MSS, MSI-L et MSI-H chez les patientes atteintes du cancer du sein au Nigéria

et au Sénégal.

Nigéria Sénégal

Parametres cliniques MSS MSI-L  MSI-H MSS  MSI-L MSI-H

Age (années) <50 1 13 10 1 7 22
> 50 1 7 14 1 4

Stade 1 0 0 0 0 1 2
2 0 3 2 0 1 3
3 1 6 16 1 6 12
4 1 7 6 1 3 7

Niveau 1 1 3 5 0 2 2
2 1 11 12 0 5 16
3 0 6 6 2 4 2

Histologie IDC 2 20 24 2 11 27
Autres 0 0 0 0 0 1

I11.2.2 : DISCUSSION

Le cancer du sein, qui a maintenant dépassé le cancer du col de 1'utérus dans la plupart des
pays, constitue un défi de plus en plus préoccupant pour la santé publique en Afrique
subsaharienne, étant responsable d'un diagnostic de cancer sur quatre et d'un déces sur cing
chez les femmes (Akarolo-Anthony et al., 2010 ; Sylla et Wild, 2012 ; Ferlay et al., 2018).

Les études sur le cancer du sein en Afrique offrent des possibilités uniques d’évaluation de
nouveaux facteurs de risque pouvant jouer un réle important dans I’identification des loci
susceptibles une maladie, compte tenu de la fraction de la diversité génétique en Afrique
(Campbell et Tishkoff, 2008). L'instabilit¢ chromosomique et microsatellitaire sont deux
formes distinctes d'instabilités génomiques qui ont été reconnues dans les cancers humains.

Les défauts dans le systéme de réparation non appari¢ de 'ADN qui maintient l'intégrité des
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génomes, ont été associés aux mutations des genes de réparation de ’ADN et peuvent
augmenter jusqu’a 700 fois dans les cellules de mammiferes. (Kolodner et Marsischky,
1999).

Les microsatellites ont été largement utilisés dans les études d'association en raison de leur
grand pouvoir discriminant, leur association a des maladies humaines ainsi que leur
utilisation pratique dans les études de génétique des populations (Mahadevan et al., 1992 ;
Stallings, 1994 ; Wright et Bentzen, 1994 ; Schlotterer, 2000 ; O'Donnell et Warren, 2002).
De plus, il a été rapporté que dans les tumeurs avec le phénotype MSI-H, I’instabilité des
marqueurs de répétitions mononucléotidiques longs et non codants, telle que présentée dans
BAT-25, BAT 26, NR-21, NR-24 et NR-27 sont progressifs et indépendants (Buhard et al.,
2014). On pensait autrefois que les microsatellites étaient sélectivement neutres et non
affectés par des pressions sélectives. On a découvert qu'ils étaient associés a des tumeurs
humaines telles que la HNPCC.

Dans ce chapitre, nous avons étudi¢ le polymorphisme du phénotype MSI de NR-21 et NR-
24 entre des patientes atteintes du cancer du sein au Nigéria et au Sénégal. Nous avons émis
I'hypothese qu'il n'y avait pas de différences dans le processus évolutif du développement de
la tumeur entre les femmes Nigérianes Sénégalaises. Les deux marqueurs microsatellites
utilisés dans cette étude font partie d'un panel de cinqg mononucléotides quasi-monomorphes
du panel de Bethesda, qui a été réévalué en décembre 2002 lors de la réunion de consensus
internationale. Le dinucléotidiques répété qui dans le panel précédent été remplacés par trois
répétitions mononucléotidiques (Umar et al., 2004b). Buhard et ses collegues en 2014 ont
proposé I’application du panel a la population non blanche en raison de la nature quasi
monomorphe des marqueurs et ils les ont analysés avec I’ADN de cinquante-cing
populations a I'échelle mondiale.

Dans leur étude, 44,8% des individus en Afrique (y compris le Nigéria et le Sénégal) ont
montré peu ou pas de polymorphisme avec une variation de 0,1% pour le NR-24, qui était
¢galement le marqueur le plus stable. En outre, la population sénégalaise était le seul pays
africain qui ne présentait pas de fréquence élevée d'alleles variantes tandis que la population
nigériane présentait un polymorphisme pour seulement BA7-26 et NR-27. La population
nigériane ne montre pas de fréquence élevée d'alleles variantes. Bien que le NR-21 ait
montré un polymorphisme dans d’autres populations, ceci était absent pour 1'Afrique. Par
conséquent, parce que le NR-24 ne peut étre utilisé seul pour 1’évaluation de MSI car il
n’était pas a 100% monomorphe dans cette étude, nous avons décidé de 1’utiliser avec NR-

21.
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Lorsqu'un locus microsatellite subit une mutation, il gagne ou perd une répétition. Cela
implique que deux all¢les ne différant que par un motif sont plus liés (c'est-a-dire un ancétre
commun plus récent) que des alléles différant de plusieurs répétitions. Dans cette étude,
nous avons génotypé deux marqueurs microsatellites sur un total de quatre-vingt-treize
patientes atteintes de cancer du sein (46 Nigérians et 47 Sénégalais). Au total, les
pourcentages d'alléles variantes pour chaque marqueur étaient de 85% pour le NR-21 (15%
pour chaque population) et le NR-24 (50,57% pour le Nigéria et 49,43% pour le Sénégal)
(tableau IX et X).

Un total de 8 haplotypes a été généré pour le NR-21, le Sénégal ayant le plus grand nombre
d'haplotypes (8 haplotypes) et le Nigeria (4 haplotypes). L’analyse d’AMOVA avec une
valeur de Fsr significative a suggéré que la majeure partie de la variation était aux
differences au sein des populations (91,52%), tandis que la différenciation entre les
populations représentait 8,48% du total (Tableau XIII). La faible différenciation génétique
observée entre les pays conforte 'opinion selon laquelle 1'évolution intra-tumorale (selon la
population) est dictée par la sélection darwinienne. Par conséquent, I'évolution du cancer du
sein au Nigéria et au Sénégal suit le mode d'évolution darwinien (Sottoriva et al., 2015 ;
Tao et al, 2015) et n'est pas différent entre les deux pays. Ce processus de diversité
génétique inclut la mutation, la dérive génétique, la migration et la sélection naturelle et
parce que les tumeurs sont considérées comme une population de cellules asexuées, on
pense qu'elles suivent le schéma d'évolution naturelle et la structure de population de la
sélection positive (Nowell, 1976 ; Wen-Hsiung, 1997 ; Hartl et Clark, 2006). ; Maley et al.,
2006 ; Merlo et al., 2006 ; Ewens, 2010). Cela est également vrai pour le NR-24 (tableau
XIV) avec une valeur de Fisr statistiquement significative avec un niveau de variation élevé
dans chaque pays (88,59%) et faible entre les deux pays (11,40%). De méme, le niveau de
diversité et la différenciation tumorale affectent également la réponse des cellules tumorales
aux perturbations environnementales naturelles ou médicales (Maley et al., 2006 ; Merlo et
al., 2006 ; Marusyk et Polyak, 2010). Néanmoins, le résultat obtenu ici est en contradiction
avec le résultat de Ling et al. (2016), qui discutent de la petite taille de 1'échantillon utilisé
pour l'analyse de 1'hétérogénéité intra-tumorale conduisant a un faible pouvoir de rejeter le
modele non darwinien (Tao ef al., 2011 ; Gerlinger ef al., 2012 ; Sottoriva et al., 2013 ; de
Bruin et al.,, 2014 ; Zhang et al., 2014 ; Wang et al., 2014). Ling et ses collegues ont évalué
des échantillons multirégionaux d'une seule tumeur a l'aide du séquencage du génome entier
(WGS) et ont observeé une diversité génétique €levée, conforme au modele non darwinien de

I'évolution de la tumeur, sans aucune preuve de sélection positive (Ling et al., 2016).
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Un modéle de MSI indique que la perte et le gain en nucléotides résultent d’un glissement
dans la matrice et dans les brins d'amorce nouvellement synthétisés (Sagher, 1999). La
grande diversité haplotypique et la faible diversité de nucléotides pour les deux marqueurs
suggere une expansion récente de la population aprés une période de faible taille effective
de la population. Cela montre que le temps qui suit l'expansion de la population est
suffisamment long pour opérer le changement d'haplotypes résultant de la mutation, mais il
n'est pas assez long pour accumuler de grandes différences parmi les séquences (Avise,
2000). Ce n'est pas rare pour le cancer du sein, en particulier en Afrique subsaharienne ou
les patientes se présentent plus jeunes avec une tumeur agressive et a un stade tardif. Aussi
dans cette étude, comme similaires a d’autres, la plupart des patientes sont en pré
ménopause et sont donc toujours au stade rapide de la division cellulaire et de la maladie
active. Des ¢études ont démontré des niveaux plus élevés de diversité de nucléotides et
d’haplotypes, a la fois dans les génomes nucléaires et mitochondriaux de la population
africaine ainsi que davantage d'alléles et d'haplotypes privés par rapport aux non-Africains
qui semblent posséder un sous-ensemble de la diversité génétique de I’Afrique
subsaharienne (Tishkoff et al., 1996 ; Tishkoff et Williams, 2002 ; Tishkoff et Verrelli,
2003 ; Tishkoff et Kidd, 2004 ; Epouse. Int. HapMap, 2005 ; Ramachandran et al., 2005
Conrad et al., 2006 ; Zhao et al., 2006 ; Garrigan et al., 2007 ; Jakobsson et al., 2008 ; Li et
al., 2008).

Pour NR-24, les valeurs des tests de neutralité pour les Fs de Fu et le D de Tajima sont
négatives, ce qui indique la sensibilit¢ a l'expansion de la population telle qu'établie
précédemment ainsi qu'aux effets d'embouteillage (Tajima, 1993 ; 1996 ; 1996 ; Arris-
Brosou et Excoffier, 1996). Le test Fs de Fu est également sensible a la croissance
démographique récente et applicable aux résultats des statistiques du test de NR-2/ pour
cette étude (Fu, 1997).

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez les femmes dans le monde. Il est en
augmentation dans les pays en développement ou la plupart des cas sont diagnostiqués a un
stade avancé (Agarwal ef al., 2007 ; Bray et al., 2018). Il est, a l'instar des autres cancers
sporadiques, un processus en plusieurs étapes au cours duquel des mutations dans les genes de
réparation incompatibles entrainent une augmentation des taux de variation génétique des
cellules. La question de I’effet de la mutation dans les geénes de réparation incompatibles
pouvant conduire a une instabilit¢ génomique telle que I’instabilit¢ des microsatellites a
particuliérement préoccupé les oncologues, en particulier a la lumiere de I’immunothérapie

pour le traitement des tumeurs sporadiques documentées pour le cancer colorectal. De plus, la
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thérapie ciblée étant généralement transitoire et souvent suivie d'une rechute inévitable,
l'identification de marqueurs pronostiques et prédictifs afin de mieux sélectionner les patients
pour le traitement est nécessaire et la distinction entre tumeur haute MSI revét une importance
clinique.

Ozer et ses collégues en 2002 ont indiqué que le choix des marqueurs microsatellites pouvait
expliquer plusieurs divergences dans les études concernant le statut MSI chez les patientes
atteintes de cancer du sein et ont donc suggéré que le choix des marqueurs informatifs soit
impératif pour l'utilisation du MSI dans le diagnostic du cancer du sein. En raison de la
variabilité différentielle des marqueurs mononucléotidiques d’une population a I’autre, notre
objectif était de comparer les caractéristiques cliniques et pathologiques des patientes atteintes
d’un cancer du sein au Nigéria et au Sénégal avec les marqueurs NR-2/ et NR-24. Ces deux
marqueurs font partie du panel de mono nucléotides quasi-monomorphes qui ont été substitués
aux marqueurs di nucléotides et ont été¢ décrits par Buhard et ses collégues (Umar et al., 2004a
; Buhard et al., 2006).

Les résultats de cette étude montrent des MSI parmi les patientes atteintes d'un cancer du sein
au Nigéria et au Sénégal, comme indiqué au chapitre II. Les tumeurs MSI-H ont des
caractéristiques cliniques distinctes ; par conséquent, certaines de ces caractéristiques ont €té
évaluées dans notre étude. Les caractéristiques clinico-pathologiques des patientes de cette
étude étaient les mémes pour les deux pays et pour les deux marqueurs, sauf pour 1'age ou une
différence significative (p — value = 0,005) a été observée pour le marqueur NR-24 entre les
phénotypes MSS et MSI chez les patientes nigériannes ce qui n'était pas le cas pour le groupe
sénégalais (p — value = 0,178) ; et le grade SBR qui était significativement différent (p — value
=0,041) chez les patientes sénégalaises.

L'dge moyen au diagnostic chez les patientes incluses dans l'analyse du phénotype d'instabilité
des microsatellites était de 49 ans pour les patientes Nigérianes et de 44 ans pour les patientes
Sénégalaises. Ce n’était pas le cas avec I’étude MSI dans le cancer du sein a début précoce ou
aucune différence n’a été observée pour 1’age dans la population étudiée (Ozer et al., 2002).
Néanmoins, des caractéristiques cliniques distinctes ont été observées chez les patientes
atteintes d'un cancer du sein atteintes de tumeurs instables microsatellites (Thibodeau et al,
1993). En outre, le plus jeune age observé de la plupart des patientes dans cette étude pourrait
expliquer pourquoi la mammographie sera moins précise pour ce groupe de patientes car la
densité ¢élevée du tissu mammaire au cours de cet age peut réduire la sensibilité et la détection
des microcalcifications (Foxcroft et al., 2004). Ce résultat peut également refléter la population

plus jeune des Africains subsahariens, qui résulte d'une fertilité plus €élevée et d'une espérance
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de vie plus courte, ainsi que de la plus faible prévalence des facteurs de risque de cancer du
sein parmi la population plus agée. L'dge moyen du diagnostic du cancer du sein entre 40 et 50
ans au moment du diagnostic a été observé dans plusieurs études menées dans le monde (Vaziri
et al.,, 2001 ; Brose et al., 2002 ; Huo et al., 2008 ; Huo et al., 2009 ; Mavaddat et al., 2012 ;
Tannouri et al., 2018).

La corrélation entre le carcinome canalaire invasif et le MSI était élevée mais non significative
entre les deux pays, car il s'agissait du type histologique le plus répandu dans cette étude pour
tous les patients sauf un. Il s'agit d'un type histologique courant observé dans la plupart des
études au Nigéria et au Sénégal (Udoakang et al., données non publiées ; Huo et al., 2009). De
plus, les tumeurs de grade intermédiaire étaient plus prévalentes chez les individus porteurs de
marqueurs instables. Parmi les patientes atteintes de tumeurs MSI-H, 51% des cas du Sénégal
et 26% du Nigéria avaient des tumeurs de grade intermédiaire (grade 2). Dans une étude
ghanéenne également, 60,8% des patients ont présenté une tumeur de grade 2 comme étant la
tumeur la plus élevée (Seshie et al., 2015).

Dans une analyse multi-population (incluant le Nigéria et le Sénégal) des cing
mononucléotides, le NR-24 avait une fourchette de taille plus stable de 0,1% dans la
population étudi¢e et en Afrique subsaharienne, le NR-21 et le NR-24 n'ont montré aucun
allele variant approchant les 10% (Buhard et al., 2006). En outre, ils n'ont pas observé d'alleles
variantes pour ces deux marqueurs chez les populations nigériane et sénégalaise. Il existe
plusieurs divergences concernant I’importance pronostique de la MSI dans le cancer du sein.
Certaines études ont rapporté de mauvais pronostics de cancer du sein pour les tumeurs MSI-H
(Contegiacomo et al., 1995 ; Paulson et al., 1996; Saurvinos et al., 1997) et d’autres n’en
trouvant aucune corrélation entre le phénotype MSI et le cancer du sein (Yee ef al,, 1994 ;
Aldaz et al., 1995 ; Toyama et al., 1996 ; DeMarchis, et al., 1997 ; Sourvinos et al., 1997 ;
Rush et al., 1997 ; Anbazhagan et al., 1999 ; Benachenhou et al., 1999; Tomita et al., 1999 ;
Ando et al., 2000 ; Bock et al., 2000 ; Tokunaga et al., 2000 ; Lagmani et al., 2003 ; Chapgar
et al., 2004).

En outre, la plupart des études réalisées avec le panel Bethesda de mono nucléotides quasi-
monomorphes ont été réalisées avec les BAT-25 et BAT-26, qui ont été identifiées comme étant
les marqueurs les plus connus de I'évaluation MSI-H bien que polymorphes parmi les
populations afro-américaines et africaines y compris le Nigéria (Pyatt ef al., 1999 ; Buhard et
al., 2008). Par conséquent, la disparité entre les résultats des MSI dans le cancer du sein peut
étre liée aux marqueurs utilisés pour chaque étude, qui vont des mono nucléotides aux

répétitions de tri nucléotides et a la taille des échantillons utilisés pour chaque étude. Il y a eu
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des erreurs de classification des tumeurs MSI-H lors de l'utilisation du panel de référence
Bethesda incluant les deux marqueurs di nucléotides, ainsi que lors de l'utilisation de
répétitions dinucléotides pour 1'évaluation des tumeurs MSI-H, car elles sont hautement
polymorphes et nécessitent une analyse de I'ADN germinal correspondant qui en résulte d’une
analyse cotteuse, prenant du temps et susceptible d'introduire des erreurs dies a la confusion
dans 1'échantillon.

Le MSI dans le cancer du sein a été associé a une agressivité de la maladie et a une récurrence
prédictive particuliérement précoce, comme observé chez la population jeune de notre étude,
mais son apparition tardive a été moins agressive avec un taux de croissance plus lent (Paulso
et al., 1996 ; De Marchis et al, 1997 ; Pizzi et al., 2002). Un réle mineur des geénes de
réparation incompatibles a été suggéré dans l'oncogenese du cancer du sein en raison des
résultats de MSI observés dans certaines études (Lacave et Larsen, 2005). Par conséquent,
étant donné le haut niveau d'instabilité des deux marqueurs étudié€s par rapport au stade avancé
qui prédit I'implication des ganglions lymphatiques et une plus grande taille de la tumeur, nous
suggérons que NR-21 et NR-24 puissent étre des marqueurs d'intérét pour 1'identification des
tumeurs MSI, notant la forme agressive de la maladie, en particulier chez les jeunes de moins
de 50 ans au Nigéria et au Sénégal. De plus, 1'association de l'instabilité des deux marqueurs
dans la méme tumeur montre que la mutation dans les génes de réparation de mésappariement
pourrait entrainer l'apparition et la progression du cancer du sein chez les patientes de cette
région. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence entre le phénotype MSI au Nigéria
et au Sénégal, ce qui soutient l'analyse moléculaire selon laquelle le cancer du sein dans les

deux pays présente un schéma évolutif similaire.
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CONCLUSION PARTIELLE

A partir des résultats que nous avons obtenus dans ce chapitre, nous pouvons donc
confirmer que le schéma de développement du cancer du sein au Nigéria et au Sénégal est
identique et que les deux marqueurs utilisés pour cette étude suivent le méme pattern de
l'instabilité. Des études sur le continent pourraient également fournir des informations
supplémentaires sur le role des conditions des immunodéprimées chez les patients
cancéreux, un domaine d’intérét croissant dans la biologie du cancer, étant donné le role des
marqueurs inflammatoires dans 1’étiologie du cancer. Les processus démographiques
peuvent également causer des biais similaires dans la fréquence des polymorphismes. Par
exemple, lorsque la taille de la population augmente rapidement, la dérive génétique a
moins d’effet sur une population en expansion rapide, ce qui entraine un exces de
polymorphismes rares (imitant le schéma observé lors d’une sélection positive ou
purifiante). Des études comparatives de populations humaines diverses sur le plan éthnique,
en particulier en Afrique, sont importants pour reconstruire I'histoire de I'évolution humaine

et pour comprendre les bases génétiques de l'adaptation phénotypique et d'une maladie
complexe.

Une analyse plus approfondie est nécessaire pour mieux comprendre la tumorigenese de
MSI et pour obtenir une meilleure compréhension de la pathogenese, tout en développant de
nouvelles approches thérapeutiques pour cibler ces altérations pathogéniques essentielles.

En caractérisant la variation génétique parmi les individus et les populations, nous pouvons
mieux comprendre la susceptibilité différentielle a la maladie, la réponse différentielle aux
agents pharmacologiques, l'historique de 1'évolution humaine et l'interaction complexe des
facteurs génétiques et environnementaux dans la production de phénotypes. L’Afrique est
une région importante pour I’étude de la diversité génétique humaine en raison de 1’histoire
complexe de sa population et des variations dramatiques du climat, du régime alimentaire et
de I’exposition aux maladies infectieuses, qui entrainent des niveaux élevés de variation
génétique et phénotypique au sein des populations africaines.

La nécessité d'une méthode simple, sensible et spécifique pour la détermination de la MSI dans
le cancer du sein devient de plus en plus pertinente pour les cliniciens en raison de ses
implications génétiques, pronostiques et diagnostiques. Comme indiqué précédemment,
I'évaluation du statut MSI peut aider a établir un pronostic clinique, a prédire la réponse
tumorale a la chimiothérapie et a servir de marqueur pronostique pour la détection du cancer du
sein (Bacher et al., 2004 ; Yamamoto et al, 2006). Il peut également servir de cible
thérapeutique pour le diagnostic précoce afin de prédire l'agressivité de la maladie et de
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sélectionner un traitement pour chaque patient, ainsi que de prédire leur réponse au traitement.
L'immunothérapie est une nouvelle frontiére de traitement qui est explorée pour le traitement
du cancer du sein, en particulier des tumeurs triples négatives. Etant donné que le cancer du
sein n'est pas intrinsequement immunogene, la plupart des patientes ne bénéficient pas de ce
traitement. Il est donc impératif d'identifier des biomarqueurs pour sélectionner les patientes
pour le traitement (Kok et al., 2017 ; Hu et McArthur, 2018).

Bien que la fréquence des réparations incompatibles ait ét¢ controversée dans le cancer du sein,
la plupart des études ont rapporté que 0 a 3% de personnes atteintes de MSI étaient présentes
(Dudley et al., 2016). Néanmoins, la présence de MSI dans d'autres populations vaut
également la peine de faire un pas en avant dans l'application du test de MSI a la population de
patients susceptibles de bénéficier de son application, en particulier pour l'application de la
thérapie combinatoire. Les approches diagnostiques ont évolué depuis le début des années 90,
passant exclusivement de critéres cliniques a I’intégration de caractéristiques pathologiques,
MSI joue ici un double réle de bio marqueur prédictif et pronostique. Les efforts de recherche
doivent également viser a explorer son application clinique au Nigéria, au Sénégal et par
extension en Afrique ou la plupart des patientes présentent d'un cancer du sein triple négatif

(TNBQ).
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CONCLUSION GENERALE ET RECOMMANDATIONS

Il existe de fortes preuves d'instabilit¢é génomique résultant de la fréquence élevée
d'anomalies chromosomiques et de mutations dans les cancers humains. Cette instabilité est
caractérisée par une succession de mutations dans la tumeur résultant de I'augmentation
continue de mutations endogenes dans les cellules. Un dysfonctionnement du systeme de
réparation de I'ADN, entrainant l'instabilit¢ des microsatellites, a été identifi€ comme un
mécanisme par lequel la tumorigenése se produit. Cette étude a évalué le phénotype MSI de
deux marqueurs mononucléotidiques quasimonomorphes : NR-21 et NR-24 ; comparé¢ et
caractérisé leur évolution au sein des patientes atteintes du cancer du sein au Nigéria et au
Sénégal. A titre préliminaire, nous avons évalué la tendance épidémiologique de la maladie
dans les deux pays afin d’évaluer leurs similitudes ou leurs différences dans chaque
population. Le résultat obtenu indique de 1égéres différences entre plusieurs facteurs de
risque liés a la reproduction et aux facteurs hormonaux (dge a la ménarche, age a la
premicre grossesse a terme, parité et utilisation de contraceptifs) et a I’état matrimonial.
Malgré les différences apparentes, les tendances observées basculent dans la méme

direction, montrant probablement des différences spécifiques a la population.

En outre, l'analyse des parametres cliniques en association avec le MSI dans les deux pays
n'était pas statistiquement significative, mais montrait clairement 1'évolution de l'effet du
systeme de réparation inadéquat sur 1'étiologie du cancer du sein dans notre population
¢tudice. Cela suggere que les marqueurs (NR-21 et NR-24) peuvent €tre utilis€és comme
outils de diagnostic pour la prédiction de la réponse tumorale au traitement dans cette
population. Avec les plus hauts niveaux de diversité génétique trouvés en Afrique, on
pourrait prédire que les Africains auront des quantités relativement élevées d'adaptation
locale au sein des populations en raison du large éventail de différences environnementales
ainsi que de la forte exposition aux maladies infectieuses. Néanmoins, les signatures de
sélection dans les populations africaines peuvent étre omises du fait d'études menées
principalement sur une ou deux populations africaines. Par conséquent, pour mieux
comprendre les adaptations génétiques et phénotypiques en Afrique, il est important de
rechercher les signatures génétiques de sélection dans un large éventail de populations
africaines ethniquement diverses, vivant dans des environnements distincts et d'identifier
clairement les variantes fonctionnelles susceptibles d'étre la cible de sélection afin de

vérifier leur impact sur les variations phénotypiques telles que le cancer du sein.
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En conclusion, les facteurs génétiques sous-jacents a des maladies complexes sont encore
mal compris, en particulier sous 1’angle des interactions génétiques et environnementales,
ainsi que des interactions épistatiques entre les loci susceptibles d’influencer la
susceptibilit¢ aux maladies complexes et avec seulement une petite fraction des études
effectuées en Afrique, une analyse approfondie des variations génétiques doit étre effectuée
si nous voulons répondre a certaines des questions scientifiques sur la susceptibilité au
cancer du sein, I'hétérogénéité, les relances de traitement et la survie. Bien que les études
sur les populations ouest-africaines soient utiles pour identifier les marqueurs, d'autres
études conduites sur le continent, notamment dans les populations est-africaines,
permettront de tester des modeles d'origine et des modeéles de dispersion d’hommes
modernes dehors de 1'Afrique. Enfin, nous pouvons conclure de cette étude qu’il n’existe
aucune différence entre le modele évolutif et le potentiel de cancérogenése du cancer du
sein au Nigéria et au Sénégal. Par conséquent, le modele de traitement et les traitements mis
au point pour cibler une population peuvent servir a 1I’autre. Néanmoins, nous suggérons de
mener une vaste cohorte d’analyses cas-témoins afin de dissiper la notion de

polymorphisme de NR-21 et NR-24 dans les deux pays.
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ANNEXES

CLINICAL RECORD

PATIENT IDENTIFICATION (CASES)
1. Code NO: ..o
2. Hospital NO: ..ooovveiieiiecieeieeeeen
3. City/State Of TESIACTICE: ...eovuvieiiieiiieiieeie ettt ettt et ere et e et e e e e eabe e sabaeteeesseessaeensaesneenne
4. Date of birth: (dd/mm/yy): ....coooiiii
5.Age (in Years): ..occceveeeneeenieennnenne.
6.Place of birth (City/State): ......iuiiii i e
7. Height (cm): ..occvveeiieiieeieeiiee,
8. Weight (Kg).....coovveveviiiiiin,
9. WHR: ...
10. Ethnicity: (1) Igbo (i1) Yoruba (iii) Hausa, (iv) Others, please specify .....................
11.0Occupation: (i) Trader; (i1) Housewife; (iii) Farmer; (iv) Teacher; (v) Artisan
(vi) Student (vii) Others, Please Specify: .........ooiiiiiiiii e
12. Marital status: (i) Single;  (ii) Married  (iii) Divorced  (iv) Widowed

13. Birth order: .................. outof ... chidren

ANTECEDENTS
14. Age of first MenStruation ............oiuiiitiitiit i e
15. Date of [ast MENSIIUATION: ...eouviiiiiriiiiieiieieetere ettt ettt
16. Gravidity (NUMDber Of Pregnancy): ......cccveecieeeriieeriie et esree e e e e seaeeeaaeeennees
17. Parity (Number of Live birth/s): .......ooiiiiii e,

18. Have you taken any fertility drug before? Yes (.....) No(.....)

19. Have you taken any birth control pills before? Yes (.....) No (.....)

PLEASE TICK WHERE APPROPRIATE:

20. Menopausal status: (i) Premenopausal: Yes (...) No (...);

(i1) Postmenopausal Yes (...); No (....) (iil) Age at MENOPAUSE .....ovvrrrrereeneenneaneannnns.

21. Past medical history: (i) Hypertension (.....) (i1) Diabetes (.....) (iii) Heart disease (.....) (iv)
Asthma (...)

22. Similar family history (of past medical history): Yes (.....) No (.....) If *Yes’, which disease

118




(v, ).
23. Degree of relationship .............oceiiiiiiiiiiiinn...

Risk factor for cancer:

24. Have you ever smoked before? Yes (.......) No (....). If ‘NO’, Go to question 28 (iii)
25. If yes, for how long? .................

26. Do you still smoke? Yes (...... ), NOo (evnnnnn )

27. If ‘No’, When did you stop? ........cccceeeuveenee.

28. Which of these do you take? : (i) Snuff (....) How often do you smoke in a day? (......)
(i1) Cigarette (...). How many stick(s)/packet(s) do you smoke in a day (.......)

(ii1) Smoke/fume: I cook with (Stove)........... (Gas) ...cvvuenenn. (Firewood).......

29. Do you have any family history of cancer: (i) Yes ............... (A)NO e,

30. If “Yes’ to 27, please specify which cancer: ...
31. Degree of relationship: Ist degree (...............ceneenn. ), 2™ degree (..ovvvveninnainnn.n. ).
32. Which family member? (i) Father (........ ), (ii) Mother (....... ), (ii1) Brother (.........), (iv)
Sister (......... ) (v) Aunt (....... ) (iv) Others, Please specify: ...........ccceiiiini
(Paternal....... , Maternal.......... )

33. Do you have any other type of cancer? Yes (......... ),No(.......... ).

34. If ‘Yes’, which cancer ........ccccccvvvveviiiieeennns

35. Has it been treated before? Yes ( ), No ( );

36. If “Yes’ to 35, what type of treatment? (i) Chemotherapy ( ), (ii) Radiotherapy ( ), (iii)
Surgery (). 37.
Have you had/treated any breast disease before? Yes (.....); No (.....). If “Yes’, What type? (i)

Lump (i1) tumour

CLINICAL
38. Tumour site/Localization (Quadrant): Right breast: (1). UOQ (i1). UIQ (iii). LOQ
(iv). LIQ (v). NAC (vi). AT
Left breast: (i). UOQ (i1). UIQ (iii). LOQ (iv). LIQ (v). NAC (vi). AT
39.T....N....M......

HISTOLOGY
40. Type of tumour: DCIS (.........), IDC(......... ), LCIS (.......... ), ILC (......... )
39.Grade: ..oooiiiiii,
41. Immuno-histochemical molecular sub-type ER +/-; PR +/- HER2 +/- 42.
Ganglionic invasion: Yes .................. NO
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Microsatellite Instability of Bat-26 and NR-24 among Breast Cancer Patients in Senegal

fingerprinting (Lee er al., 2001; Schlotterer and Har, 2001; De Bustos et al., 2016). Although, microsatellites
are stable in each individual, their mutation rates are significantly elevated not only in the dMMR system, but
also in tumour suppressor genes resulting in instability of the microsatellite repeats (Imai and Yamamoto, 2008;
Shia, 2015). MSI has been identified in about 10% - 15% of common human tumours such as colorectal, gastric,
stomach and endometrium (Boland ef al., 1998; Hamelin et al., 2008; Zhu et al., 2015; Ratti ef al., 2018). The
slippage errors that occur during DNA replication often lead to frameshift mutations in target genes and encourage
the growth of tumour cells. These drive the process of carcinogenesis in microsatellite instability high (MSI-H)
tumours and are more likely to occur in long runs of G:C than A:T repeats (Sagher ef al., 1999). The evaluation
of MSI in tumours has proven to be an efficient tool for the prognosis of various cancers and they are more
sensitive in mononucleotide repeats than dinucleotide repeats (Imai and Yamamoto, 2008). Thus, there is the need
to utilize poly-T or poly-A mononucleotides microsatellite markers for the analysis of MSI phenotype in tumour
cells (Tonov et al., 1993; Boland et al., 1998).

The evaluation of MSI is standardized in some cancers especially in hereditary non-polypopsis colorectal
cancers (HNPCC) in which MSI-H tumours are known to have better prognosis than microsatellite stable (MSS)
tumours (Popat ef al., 2005; Shokal and Sharma, 2012). These tumours exhibit specific pattern of gene expression
in their phenotype while their diagnostic characterization reveal differences in clinical, pathological and molecular
characteristics (Abida ef al., 2018). Therefore, it is necessary to analyze different tumours in diverse populations
with the vast demographic differences from varied geographical locations. MSI has been reported in various
frequencies of between 0 — 33% in patients with breast cancer although the differences observed may be due to
the non-uniform selection of microsatellite markers, samples, and the use of different criteria for analysis (De
Marchis ef al., 1997; Arzimanoglou et al., 1998; Anbazhagan et al., 1999; Dudley ef al., 2016).

After its discovery in 1993, several highly variable markers were initially used for the evaluation of MSI
but to have a consensus and facilitate comparison between studies, the NCI in 1997 proposed a panel of two
mononucleotides (BAT-25 and BAT-26) and three dinucleotides (D55346, D25123 and D175250) repeats (Ionov
er al., 1993; Boland er al., 1998; Akiyama ef al., 1997; Perucho, 1999). However, apart from the highly
polymorphic nature of dinucleotide repeats requiring the use of corresponding germline DNA (which can be
expensive and time consuming), there have also been evidence of misclassification of MSI-H tumours when using
dinucleotide repeats or the Bethesda panel (Hoang ef al., 1997; Loukola ef al., 2001; Suraweera ef al., 2002).
Hence, to circumvent these challenges, an optimized pentaplex panel of five quasimonomorphic mononucleotide
repeats has been opined to be more sensitive and specific for the detection of MSI-H tumours (Suraweera ef al.,
2002; Bacher ef al., 2004; Umar et al., 2004) BAT-25 and BAT-26which are common to both panels are the most
commonly used mononucleotide markers and it has been suggested that testing them alone would be sufficient to
establish the MSI status of a tumour without the need for the analysis of corresponding normal tissues (Hatch et
al., 2005; Malesci et al., 2007; Xicola ef al., 2007). Also, the analysis of B47-26 alone has been suggested to be
sufficient for the detection of the MSI-H phenotype in most cases (Hoang ef al., 1997). Furthermore, polymorphic
variations of these markers (BAT-25 and BAT-26) have been observed in several populations depending on
ethinicity in sub-Saharan Africa including Senegal, showing variant alleles corresponding to 5% and more
(Samowitz and Slattery, 1999; Pyatt ef al., 1999; Suraweera et al., 2002; Buhard et al., 2006). Besides, the use
of BAT-26 alone might possibly lead to the determination of false positive MSI-H or may allow for
underestimation of the true levels of MSI due to its failure to recognize rare cases with biallelic MSH?2 deletions
since it lies in the intragenic region of MSH2. Hence, the use of at least one other mononucleotide marker
(e.g., BAT-25 or NR-24) has been suggested (Laghi et al., 2008). Since diverse populations of the world have
variable results for MSI tumours due to various environmental factors ensuing dissimilar outcomes (Shokal and
Sharma, 2012), and considering the current success in the exploration of immunotherapy in breast cancer (Hu and
McArthur, 2018), it becomes imperative to evaluate the microsatellite phenotypes of BAT-26 and NR-24 among
breast cancer patientsin Senegal for a better understanding of the disease progression to tailor diagnosis and design
of therapiesfor a better treatment outcome.

II. Materials And Methods

Sample collection

All consecutive breast cancer patients who visited the Institut Joliot-Curie Cancer Centre, of the Aristide
le Dantec Hospital Dakar, Senegal between 2014 and 2015 were approached for the study. Majority of them
agreed to participate in the study with a refusal rate of 4%. Aristide le Dantec Hospital is the major and only
referral hospital for cancer patients in the country serving an immediate population of about 2.45 million people.
Sixty-five participants between ages 15 and 80 years old were recruited for the study. Cancerous tissue samples
were collected by the surgical oncologists through biopsy or later by mastectomy from each patient after informed
consent and a standardized questionnaire was used to collect the patients’ data. All tissue samples were
histologically confirmed to be tumour samples before they were taken in for molecular analysis.
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Ethical approval

This study was conducted in compliance with the ethical approval and standards of the Universite Cheikh
Anta Diop de Dakar Research Ethics Committee (Reference number: Protocole 0269/2015/CER/UCAD). The
recommendations guidelines of the Declaration of Helsinki for biomedical research was followed and informed
consent was obtained from all participants after detailed explanation of the objectives, benefits, seeming
inconveniences (in terms of sample collection) and contribution of the study.

Choice of markers used in the study and Laboratory Analysis

The markers used in this study are as outlined, location and primer sequences are as outlined in in Table
1.DNA was extracted from the sixty tumour tissues using the standard protocol for the Qiagen kit and thereafter,
they were coded and stored at -20°C for PCR analysis. The amplifications were carried out in a monoplex reaction
volume of 50 ul for each repeat and the PCR reaction was made up of 2.5 ul of the forward and reverse primers,
2 ul of each dNTP, 2 pl of MgCl, and 0.1 pl of Tag polymerase. The PCR was performed in an Eppendorf-type
thermal cycler and the conditions were as follows: Initial denaturation at 94°C for 5 minutes, 35 cycles of
denaturation at 94°C for 30 seconds. annealing at 55°C for 30 seconds, extension at 72°C for 30 seconds and final
extension at 72°C for 7 minutes. Thereafter, the PCR products were run on gel electrophoresis using 1.5% agarose.
For the sequencing,30pl of each amplicon was placed in a 96-well microtiter microplates along with each primer
(15ul of 10Mm) for each sample and sent to Macrogen, South Korea for Sanger sequencing (Mbaye et al., 2015).

Table 1: Primer Sequences for the Microsatellite Instability Assay (Suraweeraet al., 2002)

Name Gene Genbank Repeat Primer Sequences Amplicon size
number
BAT-26 hMSH2 U41210 26(A)Intron 5 | F: TGACTACTTITGACTTCAGCC 120
RAACCATTCAACATTTTAACC
CcC
NR-24 Zinc finger 2 X60152 24T 3'UTR F: CCATTGCTGAATTTITACCTC 132
(ZNE-2) R: ATTGTGCCATTGCATTCCAA

Sequence variant nomenclature and classification

Antonarakis and the Nomenclature Working Group (1998) suggested a nomenclature system for the
description of mutations and polymorphisms observed in DNA and protein sequences. This nomenclature is
known as the Human Genome Variation Society (HGVS) recommendations/ nomenclature (den Dunnen and
Antonarakis, 2000). The sequence variant nomenclature constitutes the changes observed in a specific sequence
when compared to a reference sequence. This gives a stable, accurate, meaningful, unequivocal, unambiguous but
flexible description (den Dunnen ef al., 2016).

Molecular and Statistical Analysis

Data obtained after capillary electrophoresis were analyzed with Bio-Edit Sequence Alignment Editor
version 7.1.9 (Thompson ef al., 1994; Hall, 1999). To test the association between the association of breast cancer
and instability of the studied markers, the sequences were cleaned, corrected and aligned to the reference sequence
from the GenBank (Table 1) using the Clustal algorithm (Thompson et al., 1994; Hall, 1999). Since normal DNA
was not examined in this study, every sample with a polymorphic variation in any of the mononucleotide repeats
(BAT-26and NR-24) in terms of size and pattern of variations (deletion, insertion, transition or transversion) was
scored positive for instability (Wong et al.,2006). The Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 20.0
(SPSS, Inc. Chicago IL, USA) was used to evaluate the frequencies of different variables as well as the chi-square
values to determine the statistical differences or otherwise among test variables. The statistically significant value
was placed at p-value < 0.05. Tumours were classified as MSI-H tumours if they were unstable in the two markers,
MSI-low (MSI-L) if only one marker unstable and MS-stable (MSS) if none of the markers was unstable.

II1. Results

Frequency of MSI and their haplotypes

Of the 65 tumours genotyped for microsatellite instability status among breast cancer patients in Senegal,
only 40 of the sequences for BAT-26 and 43 of the sequences for NR-24 were clean after alignment and
confirmation of each sequence with their chromatogram. Based on the classification of MSI (as earlier stated),7
(10.8%) were MSS, 45 (69.2%) were MSI-L, and 13 (20%) were MSI-H tumours were identified from the
analyzed sequence. The composition of the allele sizes and variants for each marker are presented in Table 2 for
BAT-26 and Table 3 for NR-24. The percentage of variant alleles observed for each marker was 92.5% and 81.4%
for BAT-26 and NR-24 respectively.

For BAT-26with 26A repeats, shortened alleles of 1 to 3 bp was observed as well as INDELS (hereafter
denoted as ‘delins’) “delins’ of up to 3 bp with deletion of the A and insertion of G. Three haplotype groups had
substitution of A with G (represented as > for substitution). The highest haplotype with frequency of 10 had a
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deletion of A at the 25th position and A>G at the 26th position of the microsatellite repeat. Eight tumours (18.6%)
were stable for NR-21 having the wildtype allele of 24T repeat. The variants alleles observed included deletions,
substitutions, deletion-insertion and duplication. The highest number of deletions was 4 bp and the haplotype with

the highest frequency of 10 had substitution of T>G.

Table 2: Composition of allele sizes and variants for BAT-26

Haplotypes Allele Sizes Allele varants Senegal - No
Hap 1 26A (Wild type) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3
Hap 2 26delA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAMAAAAAN - 8
Hap 3 24 26delinsG AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANGGG 5
Hap 4 25delA; 26A>G AAAAAAAAAAAAAAAAAAANAAAA-G 10
Hap s 24 26delA AAAAAAAAAAAAAAAANAAAAAAN —— 2
Hap 6 25 26>G AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGG 6
Hap 7 24delA; 25>G; 26delA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- G- 1
Hap 8 25delA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-A 1
Hap 9 24 25delA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA—A 1
Hap 10 26>G AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3
Total 40
(del = deletion, > = substitution,delins = deletion-insertion)
Table 3: Composition of allele sizes and variants for NR-24
Haplotypes Allele Sizes Allele vanants Senegal : No.
Hap 1 24T (Wild type) TTTTTTTTTITITITITITITITT 8
Hap2 24dupT TITITTTTTITITITITITTITIITITT 1
| Hap3 24T>G TITITTITTTITITITITITITITG 10
| Hap4 22delT TITITTTITTTITITITITITIT-TT 1
Hap 5 22delT; 24T>G TITITTITTTITITITITITIT-TG 3
Hap 6 1delT; 22delinsG; 24dupT =TTTITITTITITITTIITITIITGTIT 1
Hap 7 21delT; 22delinsG; 24dupT TITTTTTITTITITITITITITI-GTTT 2
Hap 8 20delmsG TITITTITTTITITITITITGTITITIT 1
Hap 9 20delinsG; 24T>G TITITTITITTTITITITITITGTITITG 2
| Hap 10 20delinsG; 22 24delT TITITTITTITTITITITITGT-—— 1
| Hap 11 20delT; 24T>G TITITTTTTTITITITITTII-TITG 5
| Hap 12 20delT; 23delT ;24T>G TITITTITTTITITITITIT-TT-G 1
Hap 13 20 21delT; 24T>G TITITTITTTITITITITITI--TIG 1
Hap 14 20 21delT ;22delinsG TITITITTTITITITITIT-- GIT 2
Hap 15 1delT; 24T>G -TTTTTTTTITITTTTITITITITG 3
Hap 16 17T>G; 20delinsG; 21 24delT TITITITTTITITITIGITIG-——— 1
Total 43

(del = deletion, dup = duplication, > = substitution,delins = deletion-insertion)

Correlation between studied markers and Age at diagnosis, SBR grade and tumour stage of patients.

Statistical analysis of some clinic-pathological characteristics (age at diagnosis, SBR grade and TNM
stage) showed no significant difference between MSS and MSI tumours for the two markers except in the SBR
grade for NR-24 (p-value = 0.041).As presented in Table 4, analysis of BAT-26 showed that cases with MSI were
more frequent in the age group that are 50 years old (64%) than in those above who were 50 years and above
(28%), 73.3% had grade 2 tumour (SBR grading) and 75.7% were either at stage 3 or stage 4 (TNM staging).
Likewise, for NR-24, majority of the cases with MSI tumours were of younger age (86.2% < 50). They were more

among those who presented either at stage 3 or 4 (62.2%) and had tumourgrade two (56%) (Table 3).

Table 4: Comparison of Age, SBR grade and TNM stage between MSS and MSI BAT-26 phenotype among
breast cancer patients in Senegal

Characteristics BAT-26 (MSS) BAT-26 (MST) p-value

Age <50 2(5%) 25 (64%) 0.680°
>50 1(3%) 11 (28%)

SBR Grade 1 - 3(10%) 0075°
2 - 22 (73.3%)
3 1(3.3%) 4(13.3%)

TNM Stage 1&2 1(2.7%) 6(16.2%) 0477°
3&4 2 (5.4%) 28 (75.7%)

p-value® = fisher’s exact test; ® = 32
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Table 5: Comparison of Age, SBR grade and TNM stage between MSS and MSI NR-24 phenotype among

breast cancer patients in Senegal

Characteristics NR-24 (MSS) NR-24 (MSD) p-value

Age <30 1(138) 25 (86.2%) 0.202°
> 50 4(33.3%) S (66.7%)

SBR Grade 1 2 (6%) 2(6%) 0.041°
2 2 (6%) 18 (56%)
3 4(13%) 4(13%)

TNM Stage 1&2 1(2.7%) 6(16.2%) 1.000°
3&4 7 (18.9%) 23 (62.2%)

p-value® = fisher’s exact test; ® = 2

IV. Discussion

The utilization of microsatellite markers as diagnostic tools to determine the prognosis of certain cancers
in order to properly tailor treatment and predict patients’ response is increasing rapidly for most solid tumours
especially with the FDA approval of drugs for the treatment of patients with MSI-H or dMMR. tumours (FDA,
2017). Although breast cancer was not known to be inherently immunogenic, current successes in clinical trials
especially for triple negative breast cancer is fast making immunotherapy a possible therapeutic strategy as
monotherapy or in combination with the currently used conventional therapies (Williams ef al., 2017; De La Cruz
and Czerniecki, 2018) Nevertheless, the constant challenge has been to select patients who will most benefit from
this treatment and therefore, the need for the evaluation of molecular markers especially for the African population
which is plagued with the menace of triple negative breast cancer. Although the use of BA7-25 and BAT-26 has
already been proposed (de la Chapelle, 1999), polymorphism of these markers exist in individuals from Africa
(Pyatt ef al., 1999) and this may lead to misrepresentation of the MSI-H phenotype if the two markers are used
together. Hence, the need for the evaluation of another mononucleotide marker which can be used alongside either
of BAT-25 and BAT-26.

In this study, we evaluated the microsatellite instability status of sixty-five breast tumours from Senegal
using BAT-26 and NR-24.20% of the tumours showed instability in the two markers while B47-26 and NR-24
alone were instable in 92.5% and 81.4% of the tumours respectively. In a similar study carried out by Mbaye et
al., (2015) using BAT-25 and BAT-26, they observed that 70.6% of the tumours were unstable for the BAT-26
phenotype. Also, the shortening of the BAT-26 as observed in this study have been positively associated with
MSI-H tumours. Consistent with this, B4A7-26 also showed variant alleles of up to 14 alleles out of its quasi-
monomorphic variation range (QMVR) in a Brazilian population analysis of the pentaplex panel while no variant
alleles were observed for NR-24 out of its QMVR (Campanella et al., 2014). NR-24 has been shown to be a
remarkably stable marker with little or no variation among several studies that have evaluated mononucleotide
repeats in human cancers (Buhard er a/., 2006; Mamdouh ef al., 2015). Results of microsatellite instability in
breast cancer vary for different studies and in different populations with rates as low as 2.9% (Glebov et al., 1994;
Patel et al., 1994; Yee ef al., 1994; Bergthorsson ef al., 1995; Paulso ef al., 1996; Risinger ef al., 1996; De Marchis
et al., 1997; Sourvinos et al.,1997; Fujii et al., 1998; Walsh er al., 1998; Zhou er al., 1998; Siah er al., 1999;
Tomita ef al., 1999; Siah ef al., 2000).It has also been suggested that the choice of markers used for the analysis,
ranging from mononucleotides to tetranucleotide repeats and the sample sizes may have influenced these varying
results (Siah ef al., 2000).

Tumours with MSI-H phenotype have distinct clinical and pathological features from MSS tumours. In
this study, statistical significance was observed for only SBR grade and NR-24 marker between MSS and MSI
tumours. However, younger patients are more likely to be unstable for the microsatellite phenotype as recorded
in our study where more than half (64%) of individuals below 50 years were unstable for both markers. This has
been observed in studies involving other tumours with instability in about 58% of tumours from younger
individuals (Lamberti et al., 1999; Gryfe ef al., 2000; Boland and Goel., 2010). We found that MSI was more
frequent in grade 2 tumours for both markers (73.3% for BAT-26 and 56% for NR-24), with statistical significance
(p = 0.041) for grade and NR-24. Similarly, Ward and colleagues (2001), observed that MSI-H tumours were
associated with high grade tumours. The percentage of MSI varied with tumour stage (which was grouped into 2
due to the small sample size and data). About 63% of the microsatellite instable tumours were for individuals who
were either at stage 3 or stage 4 of the disease with presence of lymph nodes status. This is in agreement with
other studies (Soreide ef al., 2009; Eveno et al., 2010: Belt ef al., 2012;) and may indicate an association between
MSI and aggressiveness of the disease leading to increase likelihood for metastasis as observed in this population
where patients present at late stage with aggressive tumour. However, further studies need to be carried out to
access if MSI leads to aggressive tumours or vice versa. Nevertheless, our result in contrast to Merok ef al., (2012)
who observed high frequency of MSI in stage two tumours. It was suggested that this is reflexive of tumours that
are less aggressive with lower metastatic tendency as MSI may induce larger lymph nodes.

Two modes of microsatellite instability have been proposed to occur in human cancers: Type A
alterations with length changes of <6 bp and Type B alterations with length changes of =8 bp (Oda ef al., 2005).

DOI: 10.9790/0853-1801077178

www.losrjournals.org 75 | Page

125



126



127



128



129



Manuscripts under review
MANUSCRIPT 1 (Under Review): PAN-AFRICAN MEDICAL JOURNAL

Title of the Manuscript:

SURVEY OF BREAST CANCER PATIENTS IN NIGERIA AND SENEGAL
Authors full Names:
Aniefiok John UDOAKANG" &, Fatimata MBAYE', Bineta KENEME', Adeyinka ADEMOLA?,
Ganiyu Olatunbosun ARINOLA?, Mbacke SEMBENE!, Temidayo Olusade OGUNDIRAN-.
Institutions of Origin:
'Equipe Génétique et Gestion pour les Populations, Département de Biologie Animale, Faculté
des Sciences et Techniques, Université Cheikh Anta Diop de Dakar, BP. Box 5005 Dakar,
Sénégal.
’Department of Surgery, College of Medicine, University of Ibadan, Ibadan, Nigeria.
’Department of Chemical Pathology and Immunology, College of Medicine, University of
Ibadan, Ibadan, Nigeria.
&Corresponding author: Aniefiok John UDOAKANG, Equipe Génétique et Gestion pour les
Populations, Département de Biologie Animale, Faculté des Sciences et Techniques, Université
Cheikh Anta Diop de Dakar, BP. Box 5005 Dakar, Sénégal.
Telephone: +221778215047
Email: mandith2004(@yahoo.com; aniefiokjohn.udoakang@ucad.edu.sn)

Word Count:
Abstract: 246
Main Text: 2,556

130


mailto:mandith2004@yahoo.com
mailto:aniefiokjohn.udoakang@ucad.edu.sn

ABSTRACT

Background

Despite the increasing incidence and research on breast cancer in sub-Saharan Africa, few
studies have been performed to compare risk factors for breast cancer among patients in the
region. In this study, we examined the risk factors and clinical characteristics of breast cancer

patients in Nigeria and Senegal.

Methods

This was a case-only analysis of eligible females between 15 and 80 years who were diagnosed
with breast cancer. In-person interviews were conducted using structured questionnaires to
collect demographic and clinical parameters from 201 consecutive patients in Nigeria and
Senegal.

Results

The mean (+ standard deviation) age of the cases from Nigeria and Senegal was 49.1(£12.4)
and 46.0(=14.0) years respectively (p=0.244), peak age was between 41 to 50 years for both
countries. Most Nigerian (89.4%) and Senegalese (79.5%) patients presented at stages III and
IV. Histological type (p=0.395), Scarff-Bloom-Richardson grade (p=0.237) and stage
(p=0.204) did not vary significantly between the two countries. Although the trend was in the
same direction, the magnitude of some reproductive risk factors and marital status differed
between the two populations: age at menarche (p<0.001), age at first full term pregnancy
(p<0.001), parity (p<0.001), contraceptive use (p=0.001), and marital status (p=0.005).
Conclusion

The findings from this study demonstrate variable magnitude of differences in socio-
demographic and reproductive characteristics between breast cancer patients in Nigeria and
Senegal. We propose more studies, enlarged to include un-researched parts of Africa,
encompassing clinical, environmental and biological parameters to fully unravel breast cancer
and control its growing menace in the African continent.

Key words: Breast cancer, Risk factors, Nigeria, Senegal

Background

Breast cancer is the most common cancer and the leading cause of cancer related deaths in
women worldwide [1]. While the five-year survival rate of breast cancer in the United States is

86%, it is less than 40% in sub-Saharan Africa. In West Africa, breast cancer accounts for 35%
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of new cancer cases and is the leading cause of cancer deaths; 28% among women [2].
Although similarities have been observed among risk factors in different populations, a
difference in tumour features: higher grade, advanced stage, younger age; outcome: poor
clinical and pathological prognosis and survival have been observed in black compared to
white Caucasian populations. The better outcome in Caucasian populations have been
attributed to demographic factors such as longer life expectancy, increased awareness,
improved system of reporting the disease and access to better health services [3-6].

Breast cancer is the commonest malignancy among Nigerian women and is second to cervical
cancer among women in Senegal [7-9]. Secular changes in lifestyles, hormonal and
reproductive factors have been associated with increasing incidence in developing countries
like Nigeria and Senegal [10,11]. Some known risk factors identified in different racial groups
and populations include age at menarche, age at first childbirth, age at menopause,
breastfeeding, parity and family history of breast cancer [12-14].

In sub-Saharan Africa, there have been less than model measures for the prevention and control
of breast cancer but rather some improvement in early detection and treatment [15,16].
Population specific measures to control and prevent the disease as well as measures for early
detection in the younger population who often present at a late stage are lacking. In spite of the
relative increase in breast cancer research in Nigeria and some countries of Africa, more
studies are needed to understand the distribution of risk factors for pathogenesis of breast
cancer in different regions of the continent. This will aid in the development of effective
population-based practices to control its incidence and increase preventive strategies in the
African continent [17-19]. The aim of this study was to compare some reproductive risk factors
and clinical parameters of breast cancer among women of all age groups with the disease in
Nigeria and Senegal.

Methods

All consecutive female breast cancer patients of all ages attending the Surgical Oncology and
Radiotherapy clinics of the University College Hospital (UCH), Ibadan, Nigeria between
November, 2016 and July, 2017 were approached to participate in the study. Most of the
patients who were eligible agreed to participate in the study with a refusal rate of one per cent.
In Senegal, all consecutive female breast cancer patients of all ages who attended the Institut
Joliot-Curie Cancer Centre, Dakar, Hopital Aristide le Dantec, Dakar, Senegal between 2014
and 2015 were approached for the study. Majority of them agreed to participate in the study
with a refusal rate of 4%. Both hospitals are major referral hospitals where most breast cancer

patients from these countries are referred to for treatment. This study was approved by the
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Institutional Review Board of the University of Ibadan/University College Hospital, Ibadan,
Nigeria (HREC Assigned Protocol number: UI/EC/16/0334) and the Universite Cheikh Anta
Diop de Dakar, Senegal Research Ethics Committee (Protocole: 0269/2015/CER/UCAD).

All the patients who presented with a clinical diagnosis of breast cancer at the study sites in
Nigeria and Senegal were eligible for the study. The study objectives, protocol, risks, benefits,
confidentiality and rights of participants were explained to all potential participants and each
person had an option to refuse participation in the study. Opportunity was granted for
participants to ask questions and those that were willing to participate signed a written
informed consent after which a structured questionnaire was administered by two of the
investigators (Aniefiok John Udoakang for Nigeria) and (Fatimata Mbaye for Senegal). Study
participants were recruited and interviewed on the same day that they presented at the
oncology clinic with a clinical diagnosis of breast cancer. Tissue confirmation of breast cancer
was made by incision, excision, and fine-needle or core-needle biopsy and from the result; any
participant who had a diagnosis other than breast cancer was removed from the study.

The questionnaire covered demographic factors such as age, age at diagnosis, marital status,
family history of breast cancer and other cancers in first- and second-degree relatives and
ethnicity. Reproductive variables included age at menarche, pregnancy [number of
pregnancies, age at first full term pregnancy (FFTP)], childbirth history including parity and
breastfeeding and menopausal status. Information on tumour characteristics was extracted from
participants’ case notes and pathology report which included date of diagnosis, tumour site and
tumour size, histology, Tumour Node Metastases (TNM) stage and Scarff-Bloom-Richardson
(SBR) grade. Data for the tumour characteristics were available for participants as follows:
Histological type (200), SBR grade (163), and TNM stage (188). In this study, the reproductive
characteristics examined were age at menarche, number of pregnancies, age at first full-term
pregnancy, breastfeeding history and menopausal status. Age at menarche was considered in
four categories: 10 - 12, 13 - 15, 16 - 18 and > 19; number of pregnancies was categorized into
five: 0,1-3,4-6,7-9 and > 10; age at FFTP: < 20 years, 21 - 30 years, 31 - 40 years and >
41. Breastfeeding history and menopausal status were categorized as: ever breastfed (Yes/No)
and Have you reached menopause? (Yes/No). The cohort was later divided into two groups:
younger women < 50 years and older women > 50 years to compare the prevalence of breast
cancer among women in these two age groups in Nigeria and Senegal.

Continuous variables were analysed using mean and standard deviations and the Independent

sample t-tests to compare the means of the two groups while categorical variables were
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described using absolute frequencies and percentages and the chi-square test to compare the
proportions. The data was analysed using SPSS version 20.0.

Results

Two hundred and one patients who had histologically confirmed breast cancer and agreed to
participate in the study were included: One hundred and two patients from Nigeria and ninety-
nine patients from Senegal. One hundred and fifty-four cases (85% of the patients) presented at
an advanced stage (Stages III and IV): 84 cases, (90%) of the patients from Nigeria and 70
cases, (80%) of patients from Senegal. The most common breast cancer histological type
among the participants from both countries was invasive/infiltrating ductal carcinoma (88.1%).
Others included: lobular carcinoma, phylloides and sarcoma and (Table 1) shows the
comparison of clinical characteristics of breast cancer cases in Nigeria and Senegal. Age at
diagnosis, menopausal status, breastfeeding and family history of cancer were not statistically
significant between Nigerian and Senegalese patients. The mean age at diagnosis for
participants from Nigeria was 49.1(12.4) and ranged from 29 to 80 years while the mean age
for participants from Senegal was 46.9(14.0) and ranged between 15 and 80 years (p = 0.244).
Mean parity was 3.7(2.1) for Nigerian patients and 4.5(3.1) for Senegalese patients which
differed significantly (p = 0.044) between the two populations. 88.7 per cent of the study
participants were parous women of which 71.5% had at least 3 live births. Contraceptive use
was more prevalent among Nigerian than Senegalese patients (p = 0.001). There was
significant difference in age at menarche (p < 0.001) and age at first full term pregnancy (p <
0.001) as the parameters were more or less profound in one country than the other. Table 2
shows the comparison of selected characteristics of breast cancer cases in Nigeria and Senegal.
Discussion

Breast cancer is one of the most studied neoplasm of which epidemiological studies have
revealed marked geographical variation in its burden worldwide. While breast cancer incidence
and mortality rates remain highest in industrialized countries, it is rapidly increasing in
developing countries such as West Africa. Although there have been several studies on breast
cancer in Nigeria and Senegal [20,21], paucity of data exists that compare breast cancer risk
factors between the two population. Some apparent differences, mainly in magnitude, were
observed in some of the factors that were analysed from the study participants in the two
populations. They were: age at menarche, age at first full term pregnancy, parity, contraceptive
use and marital status.

The young mean age at diagnosis in Nigerian and Senegalese patients have been observed in

other studies from within and outside Africa and has been identified as one of the
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characteristics of breast cancer in the studied populations compared to other populations [22-
24]. Fifty-nine per cent of patients from Nigeria and 65% of patients from Senegal were 50
years and below. The ability to make definite conclusions regarding breast cancer risk in older
women is slightly hindered due to the relatively short life expectancy observed in these
countries (49.1 years in Nigeria and 60.7 years in Senegal) resulting in a large population of
young people [25, 26]. Breast cancer case ascertainment is low among older African women
because of their lower literacy rates, awareness of breast cancer and poor socioeconomic status
[27].

Age at menarche differed significantly in the patients in both countries (p = 0.001) with mean
age of 15.3(1.9) for Nigerian and 14.3(1.3) years in Senegal. Age at menarche has an inverse
association with breast cancer as early menarcheal age has been linked with early onset of
breast cancer and late age at menarche has been consistently associated with decreased risk
[28].

The age-incidence curves of breast cancer in Africa could be a function of the population-
based risks lifestyles of pre-industrialized societies in which there is increased incidence of
premenopausal breast cancer [29].

Menopausal status was not different between the two populations and about two-thirds of the
studied population were premenopausal at diagnosis. The predominance of breast cancer
diagnosis in premenopausal women have been observed in studies around Africa. Early
menarche and late menopause are positively correlated with breast cancer risk as individuals
are exposed to circulating female hormones for a prolong period of time as observed in this
study with early age at menarche [30,31].

Although the type of contraceptive used was not defined in our study, the use of contraceptive
was more prevalent in the Nigerian patients. About a third of the participants indicated that
they had used contraceptives during their lifetime. The use of hormonal contraceptives is
increasing in Africa and in case-control studies, more breast cancer study participants than
controls use oral’/hormonal contraceptives. This has been identified as a risk factor for breast
cancer in different populations especially at later years of a woman’s reproductive life [32, 33]
and an increased risk of 24.8% in cases who had used oral contraceptives for more than 6
months [34].

Almost all the patients in the two cohorts (all Senegalese and over 90% Nigerians) had their
first full term pregnancy below 30 years of age in spite of the difference in magnitude between
the two countries. Studies in the past showed that the lifetime risk of breast cancer is lower in

women that have multiple pregnancies with young age at first full term pregnancy, but a slight
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increase in breast cancer risk had been observed during the six to twelve months postpartum
period which may last for about three to four years [35-37]. This temporary increase risk was
attributable to the lack of protective effects of parity in premenopausal women diagnosed under
the age of 50 [38-46]. However, later studies among indigenous Africans, including women
from the same cohort as for our present study, found no difference in breast cancer risk with an
increasing age [47,48]. These differences in reproductive patterns may perhaps be due to
genetic factors or variations in primary tumour biology and tumour aggressiveness, suggesting
that treatment pattern may differ for different geographical populations.

Multiparity has been identified with low breast cancer risk and African women begin child
bearing at relatively younger age. This protective role of parity increases in proportion with the
number of children and the early age at first live birth [49]. Result from a collaborative
reanalysis of 47 epidemiologic studies showed that in the absence of breastfeeding, each birth
reduces the relative risk of breast cancer by 7% with a decreased risk of 3.4% for each child
that is breastfed [50]. The majority of our study participants were parous women and 71.5 per
cent had at least 3 children. Parity differed between the two populations and most patients from
the two populations had at least three live births. Breastfeeding and family history of cancer
were similar in both countries as 96.6 per cent of the population breastfed their children and
87.1 per cent had no family history of cancer. Marital status was different between the two
countries as more Senegalese women were never married.

Most of the study participants were diagnosed with invasive/infiltrating carcinoma, and there
was no difference in tumour stage and grade between the countries. Late stage presentation was
common to both countries and this is not unexpected given the limited access to health care
and poor health infrastructure in these countries.

The limitations of this work include small sample size and its case-only nature. While trends
may be feasible, inferences and cause-effect associations cannot be made. The apparent
differences in some parameter between the two countries may be due to selection (as per
hospital-based study) since the trend pointed in the same direction in most of the studied
parameters in the two cohorts. Therefore, we acknowledge the possibility of under diagnosis of
the disease and the effect of the selection bias of cases in the study populations. Although
reproductive data collection was self-reported and would be subject to recall bias, the validity
of self-reported reproductive history is high. Also, there may be low level of discrepancy in the
report of parity and menopausal status, systematic error due to recall bias for menarche and age
at first live birth may exist but presumably not differentially recalled by the patients. Since all

participants already had breast cancer at the time of the interview, it is unlikely that there
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would be differential bias for case ascertainment as seen in case-control. In spite of these
however, and in cognizance of previous work in one of the two countries and in other similar
settings, the findings represent a true reflection of breast cancer in most of the continent and
provide baseline information for future studies, especially in the less researched of the two
populations.

Conclusion

In this study, we have documented similarities and seeming differences in some known
reproductive risk factors for breast cancer and in clinical characteristics between breast cancer
patients in Nigeria and Senegal. Age at diagnosis, cancer stage at presentation and tumour
characteristics were similar among the patients in the two countries. We observed subtle
disparities in age at menarche, age at first full term pregnancy, parity, marital status and
contraceptive use although the trend pointed in the same direction. Due to the young age at
diagnosis especially in premenopausal women and presentation at an advanced stage, we are of
the opinion that introduction of organized population-based screening programs targeting this
category of women would improve the outlook and the outcome of breast cancer in them. This
study has important clinical and policy implications for the control and prevention of breast
cancer in the West African sub-region and the whole of Africa. However, more studies,
enlarged to include un-researched parts of Africa, and encompassing clinical, environmental
and biological parameters are needed to fully unravel breast cancer and control its growing
menace in the African continent.

What is known about this topic?

e The incidence of breast cancer is increasing in sub-Saharan Africa and several
reproductive factors have been associated with low or high risk of breast cancer.

e Similarities exist for breast cancer risk factors in different populations in Africa.

What this study adds?

e That there exist some subtle disparities in risk factors for breast cancer in Nigeria and
Senegal although the trend pointed in the same direction.

e That there should be population-based studies that compare breast cancer risk factors
especially in un-research parts of Africa to allow for a full understanding of the disease
in the sub-region.
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TABLES

Table 1: Comparison of Clinical Characteristics of Breast Cancer cases in Nigeria and Senegal
Characteristics All cases Nigeria Senegal %2 p - value
No.: (%) No.: (%) No.: (%)
Histological Type
Invasive/Infiltrating carcinoma 195 (97) 100 (98) 95 (96) 4.084 0.395
Invasive lobular carcinmoa 2 (1.0) - 2(2.0)
Lobular carcinoma In-situ 1(0.5) 1(1.0) -
Others
Phylloides tumour 2(1.0) 1(1.0) 1(1.0)
Sarcoma 1(0.5) - 1(1.0)
SBR Grade
Well differentiated 29 (17.9) 20 (22.0) 9(12.7) 2.596 0.273
Moderately Differentiated 95 (58.6) 52 (57.1) 43 (60.6)
Poorly differentiated 38 (23.5) 19 (20.9) 19 (26.8)
Stage

1 8 (4.4) 3(3.2) 5(5.7) 4.596 0.204

2 20 (11.0) 7 (7.4) 13 (14.8)

3 91 (50) 53 (56.4) 38 (43.2)

4 63 (34.6) 31 (33.0) 32 (34.6)

Clinical characteristics were the same for both countries
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Table 2: Comparison of Selected characteristics of breast cancer cases in Nigeria and Senegal

All Cases

Nigeria

Senegal

p - value
Characteristics (No=201) No=102 No.=99 XZ
Age at diagnosis, No. (%)
<50y 124(62) 60(58.8) 64(65.3) 0.8915 0.345
>50y 76(38) 42(41.2) 34(34.7)
Age at Menarche, No. (%)
10-12y 9(5.1) 5(5.3) 4(4.8) 20.59 <0.001**
13-15y 122 (68.5) 52(54.7) 70(84.3)
16-18 y 43 (24.2) 34(35.8) 9(10.8)
>19y 42.2) 4(4.2) 0
Ever Married, No. (%)
Yes 165(87.3) 85(94.4) 80(80.8) 7.908 0.005*
No 24(12.7) 5(5.6) 19(19.2)
Age at FFTP, No. (%)
<20y 71(49.7) 33(36.3) 38(73.1) 19.409 <0.001**
21-30y 64(44.8) 50(54.9) 14(26.9)
3140y 7(4.9) 7(7.7) 0
>4ly 1(0.7) 1(1.1) 0
Parity, No. (%)
0 22(11.3) 4(4.1) 18(18.8) 35.450 <0.001**
1-3 46(23.7) 27(27.6) 22(19.8)
4-6 72(37.1) 51(52.0) 21(21.9)
7-9 36(18.6) 14(14.3) 23(22.9)
>10 18(9.3) 2(2.0) 18(16.7)
Ever breastfed, No. (%)
Yes 171(96.6) 85(95.5) 86(97.7) 0.533 0.466
No 6(3.4) 4(4.5) 2(2.3)
Contraceptive use, No. (%)
Yes 41(21.4) 30(31.3) 11(11.5) 11.1956 0.001*
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No 151(78.6) 66(68.8) 85(88.5)

Menopausal status, No. (%)

Premenopausal 112(57.1) 57(58.2) 55(56.1) 0.0833 0.773
Menopausal 84(42.9) 41(41.8) 43(43.9)

Family history of cancer, No. (%)

Yes 22(12.9) 11(11.2) 11(14.6) 0.0007 0.980
No 173(87.1) 87(88.8) 86(85.4)

The significance at p<0.05 also exist for the values when computed as continuous variables
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ABSTRACT

High tumour clones, a common feature of triple negative breast cancer which is prevalent in
West Africa can result from genomic instability and although there are several therapies for
treatment, there have been the constant challenge of resistance, relapse, tumour growth and
expansion as well as defining the patient population who will most benefit from these
treatments. To detect and compare the patterns of genomic variations and evolutionary history
of breast cancer among patients with the disease in West Africa, we genotyped 100 cases (50
cases each from Nigeria and Senegal) using two microsatellite markers (NR-21 and NR-24) to
evaluate the instability of the markers in breast cancer in the study populations. For the MSI
status, the result showed MSI-H tumours of 52.2% and 67.4% for Nigeria and Senegal
respectively. There was more genetic variability for each marker within (NR-2/ - 91.52 and
NR-24 - 88.59) than between (NR-21- 8.48 and NR-24 — 11.40) the two countries with high
haplotype and low nucleotide diversity [(NR-2/ - haplotype diversity: 0.7353 + 0.0277;
nucleotide diversity: 0.0069 + 0.0121); (NR-24 haplotype diversity: 0.8981 + 0.0268;
nucleotide diversity: 0.0026 + 0.0072)]. These indicates rapid tumour growth and expansion,
positive selection, non-equilibrium between mutation and genetic drift and tumours that follow
the Darwinian mode of evolution with no difference between the two populations. Therefore,
we suggest the utilization of these markers in Nigeria and Senegal and more studies to include
germline DNA in our population and other African countries.

INTRODUCTION

Breast cancer is the most common cancer among women and the second most frequent cancer

worldwide representing 11.6% of the global cancer burden (GLOBOCAN, 2018). Although it
is more common among women in developed countries, the death rates are more in developing
countries than in the developed regions reflecting the national levels of social and economic
development from the comparison of the Human Development Index (HDI) (Bray et al., 2018).
Incidence rates vary nearly 3.5 times across world regions ranging from 27.9 per 100,000 in
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Middle Africa to 48.9% in Northern Africa and 94.2% in Australia/New Zealand (Ferlay et al.,
2018).

Breast cancer ranks as the fifth cause of death from cancer overall (626,679) and while Africa
ranks fifth in incidence and five-year prevalence, it ranks third in the level of death rates
globally (74,072) (Ferlay et al., 2018). The range in mortality rate between world regions is
less than that for incidence because of the more favourable survival of breast cancer in (high-
incidence) developed regions, with rates ranging from 8.6 per 100,000 in eastern Asia to 25.5
per 100,000 in Melanesia (Ferlay ef al., 2018). The highest burden of disease with varying
phenotypes can be seen in Africa with rich potential samples and interesting phenotypes that
unravel the genetic and environmental basis for diseases. In West Africa, it has an incidence of
37.3% with death rate of 17.8% far exceeding the mortality rate of Australia/New
Zealand12.6% which has the highest incidence rate of 94.2% (Bray, 2018). The rise in
incidence of breast cancer in Nigeria from 34 in every 100,000 women (21,750 new cases per
year) to 42 per 100,000 between 1970s and 2018 has made it the most common cancer among
women in the country while it is second to cervical cancer among women in Senegal
(Adebamowo and Ajayi, 2000; Ferlay et al., 2018). Tumour suppressor genes or oncogenes
with microsatellite repeats accumulate mutations that lead to variable forms of frame-shift
mutations in the microsatellite sequences which can cause truncations in proteins as well as
progression of tumours. To detect the patterns of genomic variations and evolutionary history
among populations, molecular markers such as microsatellites are widely use to study these
processes because they are particularly susceptible to deletions and insertions during
replication depending on their length with the frequency of instability recurring more in longer
repeats than shorter repeat sequences (Sagher et al., 1999; Agrafioti et Stumpf, 2007).
Therefore, they can be used to trace recent demographic events because of their low estimated
mutation rate of nucleotides per locus per generation (Tishkoff and Verrelli, 2003).

The genetic differences observed in modern populations have been shaped by the evolution of
the African genome through demographic factors such as migration (distance and close),
fluctuations in population, sub-population structure, genetic drift and admixture (Tishkoff and
Verrelli, 2003; Campbell and Tishkoff, 2008). This has led to the vast genomic/genetic
diversity observed within and between different populations (ethnicities and countries) in the
continent. A genome-wide association study of 848 short tandem repeat polymorphisms
(STRPs), 476 insertion-deletions (INDELs) and 3 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
genotyped in ~2400 individuals from 121 geographically diverse populations showed 14
genetically divergent ancestral population cluster in Africa revealing a wide population
structure on the continent (Tishkoff ef al., 2009). Due to this large genetic diversity in Africa,
therapeutics designed for populations of European descent are often not effective and often
produce low results/successes in the African setting (UChicago Medicine, 2005).

Cancer cells undergo invasion-metastasis cascade, a discrete multistep process of disease
progression where neighbouring cells are invaded and others migrate to distant cells, tissues
and organs through the functional abilities that permit survival, growth and metastasis
(Hanahan and Weinberg, 2011). This is reflected on the extent of the tumour genome
heterogeneity which have important implications for cancer treatment and is made possible
through the enabling characteristics of genomic instability and tumour promoting inflammation
that naturally generate multiple resistant tumour clones at higher rate than usual (Loeb ef al,,
2008; Talmadge and Fidler, 2010). Oncogenes and tumour suppressor genes which
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respectively are activated by alterations in the DNA and inactivated during tumorigenesis are
cancer genes that are causally implicate in the development and conferring of selective growth
advantage of tumour cells (Greenman et al., 2007; Boland and Goel, 2010).

The term genomic instability indicates the increased tendency of tumour cells to acquire new
mutations with each cell division and the concept has become increasingly obvious from
studies of chromosomal instability substantiated by the establishment of “microsatellite
instability” due to mismatch repair deficiency (Lengauer et al., 1997). Chromosomal and
microsatellite instability are two distinct forms of genomic instability identified in human
cancers. One model of MSI indicates that the loss and gain of nucleotides result from slippage
in the template and newly synthesized primer strands respectively which can occur either in
germline or sporadic tumours (Sagher, 1999).

The DNA mismatched repair system maintains the integrity of the genomes and failure of the
system to correct and repair mutations in the short tandem repeats lead to microsatellite
instability (Kolodner and Marsischky, 1999). Microsatellite instability (MSI) phenotype is the
presence of alternative sized microsatellites in tumour DNA that are different from that seen in
the corresponding germline DNA (European Patent Specification, 2010). MSI increases the
base mutation rate which is one of the mechanisms that brings about the ‘mutator phenotype’
in cancers leading to inordinate proliferation, evolution and survival of cancerous cells
(Hampel et al., 2005; Morgan and Reuter, 2006). The MSI phenotype has become an
increasingly relevant tool in genetic and immuno-oncology exploration of molecular markers
for the treatment of heamatological and solid tumours (U.S. FDA, 2017; Hempelmann et al.,
2018).

Although this procedure is well standardized for colorectal cancers with MSI tumours having
better prognosis than microsatellite stable (MSS) tumours, the results differ considerably in
breast cancer; 0 - 30% and 0 — 83% respectively in studies involving sporadic and familial
breast cancers with a higher frequency in lobular than medullary carcinomas (Yee et al., 1994;
Aldaz et al., 1995; Jonsson et al., 1995; Contegiacomo et al., 1995; Paulson et al., 1996;
Toyama et al., 1996; Rush et al., 1997; DeMarchis et al., 1997; Sourvinos et al., 1997; Schmitt
et al., 1999 ; Benachenhou et al.,, 1999; Tomita et al., 1999; Bock et al., 2000; Ottini et al.,
2000; Tokunaga et al., 2000; Ando et al., 2000; Ozer et al., 2002; Murata et al., 2002; Lagmani
et al., 2003; Chapgar et al., 2004). Nevertheless, although breast cancer is not an inherently
immunogenic disease, recent efforts exploring its use have shown promising results for its
utilization especially among triple negative breast cancer tumour subtype (Kok et al., 2017; Hu
and McArthur, 2018). But a constant challenge has been to define the patient population that
would most benefit from immunotherapy.

Microsatellite repeats in the coding regions are highly conserved while those in the non-coding
regions are polymorphic signifying a high rate of spontaneous mutation (Suraweera ef al.,
2001). The conserved sequences shown in some of the non-coding regions especially of the 5’
and 3° UTRs that flank gene coding sequences are indicative of their role in gene expression
(Sonenberg, 1994; Pesole et al., 1997; Conne et al., 2000). Mononucleotide repeats (MNRs)
represent the most interesting kind of microsatellites with conserved lengths for those within
the coding regions while the length of those in the non-coding regions can vary highly from
individual to individual. (Metzgar et al., 2000). There also exist within the non-coding regions
a number of quasimonomorphic MNRs of lengths 20 - 40bp. These quasimonomorphic MNRs
show significantly restricted length variation within the human population which may indicate
the possibility of their functional relevance (Woerner et al., 2009). Shortening or elongation of
MNRs within 5 UTRs on the transcription level of its mRNA and of the 3° UTRs on the
transcript stability of its mRNA (Suraweera et al., 2001). Due to the high level of variability
and rate of mutations that alter their length, microsatellites are useful for studying population
structure on the time scale of thousands of generations (Bowcock et al., 1994; Roy et al., 1994;
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Goldstein et al., 1995; Underhill et al, 1996; Goldstein and Pollock, 1997; Reich and
Goldstein 1998; Goldstein et al., 1999).

The current technique of microsatellite status analysis involves the use of commercially
available kits based on the amplification of five microsatellites "markers". These five markers
are: BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-22 and NR-24 and are called quasi-monomorphic because
they are characterized by a number of homogeneous repetitive sizes in a given population
(between individuals and the two alleles of the same individual). They are located in the
genome as follow: BAT-25 (located in intron 16 of the c-kit); BAT-26 (located in intron 5 of
MSH2 gene); NR-21 (located in the 5' untranslated region of the SLC7A8 gene); NR-24
(located in the 5' untranslated region of the ZNF-2 gene) and NR-27 -MONO-27 (located in the
5'untranslated region of the PAI-1 gene).

The utilization of these markers arose from the need to circumvert the use of matched normal
tissues with cancer tissues and instead use cancer tissues alone which will avoid the mixing up
of samples during analysis and less expensive. It was discovered that when these five
mononucleotide markers were used together in a unique amplification reaction named
pentaplex PCR, it was sufficient to correctly identify MSI cases by tumour tissues only
although BAT-25 and NR-21 have been shown to be polymorphic in some populations and
linked to Africa (Pyatt et al, 1999 ; Buecher et al, 2011). Although dinucleotides and
trinucleotide markers have been studied and recommended (Boland et al., 1998; Perucho et al.,
1999; Sutter et al., 1999; Loukola et al., 2001; Ozer et al., 2002), dinucleotide repeats have
shown 60%— 80% of MSI-H tumours (Sutter et al., 1999) and misclassification of MSI-H
tumours (Hoang et al., 1997; Loukola et al., 2001). Therefore, due to the sensitivity and
specificity of these five mononucleotide markers, they have been recommended for the
diagnosis of microsatellite instability status in tumours (Suraweera et al., 2002).
METHODOLOGY

Ethical consideration

All procedures for the handling of study participants in this study were performed in
compliance with the ethical approval and standards of the University of Ibadan/University
College Hospital, Ibadan, Nigeria (HREC Assigned Protocol number: UI/EC/16/0334) and the
Cheikh Anta Diop University, Dakar, Senegal Research Ethics Committee (Reference number:
Protocole 0269/2015/CER/UCAD). The study was conducted according to the
recommendations of the Declaration of Helsinki for biomedical research and informed consent
was obtained from all participants after detailed explanation of the objectives, benefits and
contribution of the study to public health.

Study sites

All consecutive cases of breast cancer who visited the surgical oncology unit in the Department
of Surgery of the University College Hospital, Ibadan, Nigeria (UCH) from November 2016 to
July 2017 were eligible for this study. This hospital serves an immediate population of about
3.5 million people and it is a major referral hospital in the country located in the third most
populous city. The majority of breast cancer patients diagnosed in the region especially based
on referral are seen in the hospital at the UCH. After obtaining informed consent, cases were
recruited at first presentation, using a well-structured questionnaire and biopsy was done by the
surgeons. 50 cases ages 29 years to 80 years old were recruited for the study. In Senegal, cases
were recruited in 2015 at the Institute of oncology of Aristide Le Dantec hospital, Dakar,
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Senegal. Aristide le Dantec Hospital in Dakar, Senegal is the major and only referral hospital
for cancer patients in the country serving an immediate population of about 2.45 million
people. Participants were between 15 years and 80 years old. Cancerous tissue sample was
collected by the surgical oncologists through biopsy or later through mastectomy from each
patient after informed consent and a standardized questionnaire was used to collect the
patients’ data.

Choice of markers used in the study

The two quasi-monomorphic mononucleotide repeats analysed in this study NR-2/ and NR-24
are conserved in germline DNA from Caucasian and African subjects. Both are involved in the
transcription process and are similar to NR-22, BAT-25 and BAT-26. They are highly sensitive
to somatic deletion in MSI-H tumours. NR-21 marker is a 21T repeat that is located in the 5’
UTR of the SLC7AS8 gene on position 11 of the long arm (q) of chromosome 14 (14q11.2). The
NR-24 marker is a 24T repeat found on the long arm (q) of chromosome 2 in the 3 UTR of the
Zinc finger-2 gene (2ql1.1). The use of a BAT-25 and BAT-26 markers as a combination has
been proposed for the detection of MSI (Hoang et al., 1997; Zhou et al., 1997). They are quasi-
monomorphic in Caucasian populations which allows them to be readily classified by the large
allelic size variations seen in MSI tumour DNA as being due to somatic alteration (Hoang et
al., 1997; Zhou et al., 1997). Majority of colorectal tumours analysis of BAT-25 and BAT-26
establish their MSI status without reference to the germline DNA (Zhou ef al., 1997) but some
studies identified their alternative size alleles in about 19% of African Americans (Pyatt et al.,
1999; Samowitz et al., 1999). Therefore, analysis of additional repeats has been proposed to
avoid the occasional false positive results that originate from these germline polymorphisms
(European Patent Specification, 2003). In line with this need, we decided to carry out this study
to identify the MSI phenotype of NR-2/ and NR-24 among breast cancer patients in Nigeria
and Senegal and compare the polymorphic variations of these markers between the two
populations.

Laboratory Analysis

The DNA extracted from the tumour tissues of breast cancer obtained through fine needle
biopsy, tru-cut biopsy or mastectomy was extracted using the standard protocol for the
BioBasic kit and thereafter, coded and stored at -20°C for PCR analysis. The primers used for
the amplification of the two microsatellites markers (NR-21 and NR-24) in this study are as
recorded on Table 1 (Buhard et al., 2006). The amplifications were carried out in a reaction
volume of 50 pl and the PCR reaction for each repeat contained 2.5 pl of the forward and
reverse primers, 2 pl of each ANTP, 2 ul of MgCl, and 0.1 pl of Tag polymerase. The PCR was
performed in an Eppendorf-type thermal cycler and the conditions were as follows: Initial
denaturation at 94°C for 5 minutes, 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 seconds, annealing
at 55°C for 30 seconds, extension at 72°C for 30 seconds and final extension at 72°C for 7
minutes. Thereafter, the PCR products were run on gel electrophoresis using 1.5% agarose. For
the sequencing,30ul of each amplicot was placed in a 96-well microtiter microplates along with
each primer (15ul of 10Mm) for each sample and sent to Macrogen, South Korea for Sanger
sequencing (Mbaye et al., 2015).
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Table 1. Primer Sequences for the Microsatellite Instability Assay (Buhard et al., 2006)

Name Gene Genbank Repeat Primer Sequences Amplico
number n size
(bp)
NR-21 SLC7A8 XM_ 21T F: GAGTCGCTGGCACAGTTCTA 107-110
033393 5'UTR R: CTGGTCACTCGCGTTTACAA
NR-24 Zinc finger X60152 247 F: GCTGAATTTTACCTCCTGAC 126-129
2 3'UTR R: ATTGTGCCATTGCATTCCAA

Sequence variant nomenclature and classification

Antonarakis and the Nomenclature Working Group (1998) suggested a nomenclature
system for the description of mutations and polymorphisms observed in DNA and protein
sequences. This nomenclature is known as the Human Genome Variation Society (HGVS)
recommendations/ nomenclature (den Dunnen and Antonarakis, 2000). The sequence
variant nomenclature constitutes the changes observed in a specific sequence when that
sequence is compared to a reference sequence and for a stable, accurate, meaningful,
unequivocal, unambiguous but flexible description, the Sequence Variant Description
Working Group (SVD-WG) was established to address errors and inconsistences (den
Dunnen et al., 2016). The variants given the most priority were Inversion, Deletion,
Duplication, Insertion and Conversion. Others include Substitution, Deletion-Insertion,
Translocation, Transposition, Gene conversion.

Population genetics diveristy for the study of variability and differentiation

The alignment of the sequences of NR-2/ and NR-24 obtained after the sequencing were
analyzed using the BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.1.9 to clean, correct and
aligned using the Clustal algorithm (Thompson et al., 1994; Hall, 1999). To test the
association between the association of breast cancer and instability of the microsatellite
markers among the studied population, the sequences obtained were aligned along with the
reference sequences for each marker using the GenBank number as in Buhard ef al., 2006
and stated in Table 1. The differences observed in the study population for each
microsatellite sequences to the reference in terms of size and pattern of variations (deletion,

insertion, transition or transversion) were considered to represent instability. Since normal
DNA was not examined in this study, every sample with a polymorphism in any of the
mononucleotide repeats NR-2/ and NR-24, was scored positive for instability (Wong et
al.,2006). Tumours were defined as Microsatellite stable (MSS) tumours if they were stable
for the two markers, Microsatellite Instability low (MSI-L) if they were instable for one
marker and Microsatellite Instability high (MSI-H) if they were unstable for the two
markers (Lee et al., 2001).

Arlequin version 3.0 (Excoffier and Lischer, 2005) was used to calculate the statistical

parameters (gene diversity, nucleotide diversity and pairwise differences). For each marker,
the number of polymorphic sites, haplotype (6w) and nucleotide () diversity were
estimated for each study population (Nei, 1987; Rozas et al., 2012, Tamura et al., 2013).
Population expansion and the existence of a deviation from the hypothesis of neutrality in
cancerous tissues were studied by calculating [Pi (w) = SD] and haplotype [(6w) £ SD]
diversities, Tajima's D and Fu's Fs (Tajima, 1989; Fu, 1997). The test measures the
difference in the average number of differences observed between the pairs of sequences
and the total number of polymorphic sites and the level of significance was evaluated at p =
0.05 for Tajima’s D and 0.02 for Fu’s F (Excoffier and Lischer, 2010). The values will be
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negative under directional selection (positive or negative) or expansion of population size
(tumour) due to an excess of rare mutations and low frequency polymorphism, and will be
positive under balanced selection or decrease in population size (tumour) due to an excess
of intermediate frequency alleles. The genetic differentiation (Fst) between Nigeria and
Senegal and their associated probabilities were calculated using the Arlequin version 3.0
software (Weir and Hill, 2002; Excoffier et al., 2005). Since sequence data contain
information on the evolutionary relationship between haplotypes, we performed Analysis of
Molecular variance (AMOVA) on the sequenced data where the matrix of pairwise
differences between haplotypes was used to calculate the Osrt statistics (Excoffier et al.,
1992). This is because Ost is independent of the mutation rate when calculated for
sequenced data (Kronholm et al.,, 2010). There is greater sensitivity in detecting diversity
when microsatellite markers are used in comparison to other markers. This favourable
aspect is also observed when populations are subdivided and total diversity is split into
components between and within subpopulations, as proposed by Nei (1973).

Statistical analysis

The Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 20.0 (SPSS, Inc. Chicago IL,
USA) was used to evaluate the frequencies of different variables as well as the chi-square
values to determine the statistical differences or otherwise among test variables. The
statistically significant value was placed at p - value < 0.05.

RESULTS

Microsatellite instability phenotype of NR-21 and NR-24 among breast cancer patients
in Nigeria and Senegal

The results herein presented are those obtained only from the region of the markers where

the microsatellites repeats are present and to avoid any bias, the alignment for each
microsatellite marker studied were subsequently confirmed manually with the
chromatogram for each individual sequence. A total of ninety-six samples were each
sequenced for both microsatellite markers but after alignment, ninety-three sequences were
obtained for NR-21 in Nigeria and Senegal (46 for Nigeria and 47 for Senegal). The results
are as summarized in Table 2 which shows the percentages of individuals in each country
that were stable and unstable for NR-27 and NR-24. The percentage of individuals that were
stable and unstable for NR-2/ were the same for each country (MSS - 15%; MSI - 85%).
For NR-24 marker, 81% of the study population were unstable for Senegal and 70% of cases
from Nigeria showed instability. These data also represent the percentages of variant alleles
for each marker. For Nigeria, two cases (4.3%) were MSS tumours, twenty cases (43.5%)
showed MSI-L and twenty-four cases (52.2%) showed MSI-H tumours. Cases from Senegal
had two individuals (4.7%) with MSS tumours, 12 (27.9%) with MSI-L and twenty-nine
individuals (67.4%) that had MSI-H tumours. The result comparing the two countries was
not statistically significant for both markers (data not shown).
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Table 2: Results of MSI phenotype among breast cancer patients in Nigeria and
Senegal

Marker MSI status Nigeria : Senegal : Total :
No. (%) No. (%) No. (%)
NR-21 MSS 7 (15.2) 7 (14.9) 14 (15.1)
MSI 39 (84.8) 40 (85.1) 79 (84.9)
NR-24 MSS 13 (29.5) 8 (18.6) 21 (24.1)
MSI 31 (70.5) 35 (81.4) 66 (75.9)

Table 3 and Table 4 shows the distribution of haplotypes for NR-21 and NR-24 for Nigeria
and Senegal which result from the mutations cause by the instability of the microsatellite
repeats. Of the two markers, NR-24 had the highest number of haplotypes (23 haplotypes)
than NR-21 (8 haplotypes). Of the 44 sequences for Nigeria, there were only 13 cases which
had the wild type allele for NR-24 and 8 cases for Senegal. For NR-21, Senegal had the
highest number of haplotypes (8 haplotypes) with the highest frequency having a sequence
of 22T repeats (23 cases) and two haplotypes with the lowest frequency of one each having
16T and 17T repeats (Table 3). There were four haplotypes of NR-21 for Nigeria with the
highest number of haplotype frequency (16) having 23T repeats and the lowest haplotype
frequency for the variant alleles (8) having 24T repeats. The number of cases with the
wildtype (21T) repeats was the same (7) for each country. The allele variants for each
marker are also presented in Table 3 for NR-21 and Table 4 for NR-24.

For NR-21 6 (12.8%) tumours from Senegal had deletions of up to 5 nucleotides (nts) while
87.2% of the tumours had duplication of up to 3 nts but tumours from Nigeria had no
deletions but rather, all had duplications of variable numbers of thymine (T) for this marker.
NR-24 had substitutions of Guanine (G) nucleotide between position 17 and 24 of the
microsatellite sequence.

151




Table 3: NR-21 allele sizes and frequency for Nigeria and Senegal

Haplotypes Allele Sizes Allele variants Nigeria : Sénégal :
(Frequencies) (Frequenci
es)
Hap 1 1 5delT (16T)  ----- ITTTTITITTITTITITI - 1
Hap 2 1 _4delT (17T) —-TTTTTTTTITTITTTTTI - 1
Hap 3 1 3delT (18T) -—-TTTTTTTTITITITITIT - 2
Hap 4 1delT (20T) S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT - 2
Hap 5 21T(Wildtype) ITTTTTTTTTTTTTTITITITI 7 7
Hap 6 22T ITTTTTTTTITTITTTTTITITITIT 15 23
Hap 7 23T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 16 9
Hap 8 24T ITTTTITITTITTITITTTTTTITIT 8 2
Total 46 47

Figure 1: MSI Phenotype for Nigeria, Senegal and both countries
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Table 4: NR-24 allele sizes and frequencies for Nigeria and Senegal

Haplo- Allele Sizes Allele variants Nigeria: Senegal:
types No. No.
Hap 1 24T (Wild type) ITTTTTTTTTTTTTTTTITITTTITITTT 13 8
Hap 2 24dupT TITTTTTTTITITTTITTITITTITITIT 3 1
Hap 3 24T>G TTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTG - 10
Hap 4 22delT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTITT-TT - 1
Hap 5 22delT; 24T>G TTTTTTTTTTTTTTTTTITITT-TG 1 3
Hap 6 1delT; 22delinsG; 24dupT -TTTTTTTTTTTTTTTTTTITITGTTT - 1
Hap 7 21delT; 22delinsG; 24dupT TTTTTTTTTTTTTTITTITTITT-GTTT - 2
Hap 8 20delinsG ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTT 1
Hap 9 20delinsG; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTG 1 2
Hap 10 20delinsG; 22delT; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT-TG 1 -
Hap 11 20delinsG;22T>G; 23 24delT TTTTTTTITTITTITTITTITITTIGTG-- 7 -
Hap 12 20delinsG; 22 24delT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT--- 7 1
Hap 13 1 2delT; 22delinsG ; 24delT ~-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT- 2 -
Hap 14 20delins; 22 23delT ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTGT—T 2 -
Hap 15 20delT; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTT-TTTG - 5
Hap 16 20delT; 23delT ; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTT-TT-G 1
Hap 17 20 21delT; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTT--TTG - 1
Hap 18 20 21delT ; 22delinsG TTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GTT - 2
Hap 19 20 21delT; 22delinsG; 24T>G ITTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GTG 2 -
Hap 20 20 _21delT; 22delinsG; 24delT ITTTTTTTTTTTTTTTTTT--GT- 1 -
Hap 21 8 10T>C ITTTTTTCCCTTTTTTTTTTTTTT 4 -
Hap 22 1delT; 24T>G S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG - 3
Hap 23 17T>G; 20delinsG; 21_24delT ITTTTTTTTTTTTTTTGTTG---- - 1
Total 44 43

The percentages of the microsatellite instability phenotype (MSS, MSI-L and MSI-H) for
Nigeria and Senegal is represented in figure 1. MSI-H tumours (instability in the 2 markers)
were most frequent in Senegalese 29 (67.4%) than Nigerian 24 (52.2%) tumours while MSI-
L tumours were more in Nigerian 20 (43.5) than Senegalese 12 (27.9) cases and MSS
tumours were the same for both countries. In total, the result showed that MSI-H tumours
were the most frequent tumours.
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Table 5: Parameters of genetic variability for NR-24

Intra-population variability

Source of variation Sum of square Variance Percentage of variance
Between Population 9.033 0.1762 11.4015
Within Population 116.381 1.3692 88.5986
Total 125.414 1.5454
Fst:0.1140; p - value =0.0000
Haplotype diversity : 0.8981 + 0.0268
Nucleotide diversity : 0.0026 + 0.0072
Mean number of pairwise differences : 0.0465 + 0.1165
Nucleotide composition T:96.42% G:3.58% C:0% A:0%
Inter-population variability
Fst p — values
Senegal Nigeria
Senegal *
Nigeria 0.1016 +0.0108 *
Test of molecular diversity Senegal Nigeria
Theta (S) 0.2311 0.6897
S.D. Theta (S) 0.2311 0.4285
Theta (m) 0.0465 0.5074
S.D. Theta (m) 0.1294 0.4868
Theta (k) 8.7749 5.0899
95% C.I. 4.6659, 16.1789 2.5580, 9.7821
Test of Selective Neutrality
Tajima’s D -1.1175 -0.5627
P - value 0.1290 0.3130
Fu’s Fs -0.3403 -14.6505
P - value 0.0000 0.0000
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Table 6: Parameters of genetic variability for NR-21

Intra-population variation

Source of variation Sum of square Variance Percentage of variance
Between Population 3.453 0.0603 8.4786
Within Population 59.21 0.6507 91.5214
Total 62.6670 0.7109
Fsr: 0.0848; P -value =0.0019
Haplotype diversity: 0.7353 £ 0.0277
Nucleotide diversity: 0.0069 + 0.0121
Mean number of pairwise differences: 0.1258 + 0.1962
Nucleotide composition T:100% G:0% C: 0% A: 0%
Inter-population variation
Fst p — values
Senegal Nigeria
Senegal *
Nigeria 0.1256 + 0.0056 *
Test of molecular diversity Senegal Nigeria
Theta (S) 0.0000 0.0000
S.D. Theta (S) 0.0000 0.0000
Theta (m) 0.1258 0.0000
S.D. Theta ((m) 0.2178 0.0000
Theta (k) 0.8542 2.5141
95% C.1. 0.2923, 2.2498 1.1331, 5.2626
Test of Selective Neutrality
Tajima’s D 0.0000 0.0000
P - value 1.0000 1.0000
Fu’s Fs -14.6989 0.3402
P - value 0.0000 1.0000

Table 5 and 6 shows the result of the analysis of molecular variance (AMOVA) and the
degree of differentiation between Nigeria and Senegal. For the intra-population variability,
the percentage of variability for each marker was greater within tumours from each country
(NR-21 - 91.52 and NR-24 - 88.59) than between them (NR-21- 8.48 and NR-24 — 11.40)
with low Fst value and significant p - value [NR-21 (Fst = 0.8048, p - value = 0.0019); NR-
24 (Fst = 0.1140, p - value = 0.0000)]. The result also showed high haplotype diversity +
S.D and low nucleotide diversity + S.D for each marker in the two populations [(NR-21 -
haplotype diversity: 0.7353 + 0.0277; nucleotide diversity: 0.0069 + 0.0121); (NR-24
haplotype diversity: 0.8981 + 0.0268; nucleotide diversity: 0.0026 + 0.0072)]. Being only
thymine repeats, the nucleotide composition was 100% and 96.4% T for NR-21 and NR-24
microsatellites respectively while the remaining 3.6% of NR-24 were insertions and
substititions of guanine (G) nucleotides. The result for the inter-population pairwise
difference and Fst was significant in Senegal but not in Nigeria for both markers. The test of
neutrality shows negative values for both Tajima’s D and Fu’s Fs in the two markers for the
two populations but significant (p - value = 0.0000) for NR-24 for both and only in Senegal
for NR-21.
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3.4.2 DISCUSSION

Breast cancer which has now surpassed cervical cancer in most countries is a growing
public health challenge worldwide with lower incidence but worst outcome and high
mortality rates in Sub-Saharan Africa (Akarolo-Anthony et al., 2010; Sylla and Wild, 2012;
GLOBOCAN, 2018). Understanding the biological processes and application of innovative
methods of diagnosis and treatment will help eliminate the racial divide in incidence and
outcome and lead to improve outcome for the disease. Studies of breast cancer in Africa
presents unique opportunities for identifying markers and novel alleles that may play
important roles in the identification of population specific disease susceptible loci given the
huge fraction of genetic diversity on the continent (Campbell and Tishkoff, 2008).
Therefore, it is important to characterize the genomic diversity and evolution of tumour
cells in this population to identify variants that are responsible for disease progression and
susceptibility (Campbell and Tishkoff, 2010; Campbell et al.,2014). A better understanding
of the molecular factors involved in the development of breast cancer is needed to identify
new biomarkers to diagnose breast cancer in early stages and develop more effective
therapeutic strategies. This biomarker needs to be easily quantifiable in clinical samples,
detected in high level in cancer patients, show progressive function of the disease and
provide prognostic or diagnostic information on the disease (Gilad et al., 2008; Etheridge et
al., 2011). Microsatellites were once thought to be selectively neutral and not affected by
selective pressures but have been widely used in association studies because of their high
discriminating power, association with human diseases and practical use in population
genetics studies (Mahadevan et al., 1992; Stallings, 1994; Wright and Bentzen, 1994;
Schlotterer, 2000; O’Donnell and Warren, 2002). Mutation in a microsatellite locus leads to
a gain or loss of a repeat which implies that two alleles differing by only one motif are more
related by sharing a more recent common ancestor than alleles differing by several repeats.
Tumours with MSI-H phenotype, the instability of long, non-coding mononucleotide repeats
markers as present in BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 and NR-27 are progressive and
independent (Buhard et al., 2006).

In this study, we evaluated the polymorphism of the MSI phenotype of NR-21 and NR-24
between breast cancer patients in Nigeria and Senegal and we hypothesized that there was
no difference in the evolutionary process of tumour development between breast cancer in
Nigeria and Senegal. The two microsatellite markers utilized in this study are part of a panel
of five quasimonomorphic mono-nucleotides that were added to the Bethesda panel when
the panel was re-evaluated in December 2002 at the international consensus meeting. The
dinucleotide repeats which were in the earlier panel were substituted with three
mononucleotide repeats (Umar et al., 2004). Buhard and colleagues in 2014 proposed the
application of the panel to non-white population due to the quasimonomorphic nature of the
markers and they analyzed them with DNA from fifty-five populations worldwide. Their
study revealed no polymorphism in these markers among 44.8% of individuals from Africa
including Nigeria and Senegal with NR-24 been the most stable of the markers with and
having 0.1% of polymorphic variants in the study. High frequency of variant alleles was not
observed in Senegalese tumours while tumours from Nigerian showed polymorphism in
only BAT-26 and NR-27.

Here, we genotyped two microsatellite markers from a total of ninety-three (46 Nigerians
and 47 Senegalese) breast tumours. In total, the percentage of variant alleles for each marker
were: 85% for NR-21 (15% for each population) and NR-24 (50.57% for Nigeria and
49.43% for Senegal). The result obtained in this study is higher than that observed for
microsatellites markers in breast cancer for most study but this may be attributed to the type
or inappropraite choice of microsatellite markers used, the number of loci, histologic
subtypes and the criteria for defining MSI (Jonsson et al., 1995; Contegiacomo et al., 1995;
Toyama et al., 1996, Shaw et al., 1996; Paulson et al., 1996; De Marchis et al., 1997 ; Rush
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et al., 1997; Schmitt et al., 1999; Lee et al., 200; Yuksel et al., 2002). Therefore, there is
need for the careful selection of informative microsatellite markers for the evaluation of the
microsatellite instability phenotype in breast cancer (Bacher et al., 2004). Most studies have
utilized BAT-25, BAT-26, as well as dinucleotide, trinucleotide and tetranucleotide markers
and although MSI have been commonly observed in dinucleotide and trinucleotide repeats,
there have been the challenge of misclassification of MSI-H tumours with these markers
(Hoang et al., 1997; Sutter et al., 1999; Loukola et al, 2001). The most common
histological subtype in this study in Nigeria and Senegal was invasive ductal carcinoma
(data not shown).

A total of 8 haplotypes was generated for NR-21 with Senegal having the greatest number of
haplotypes (8 haplotype) and Nigeria (4 haplotypes). AMOVA with a significant Fsr value
suggested that most of the variation was attributed to variation within populations (91.52%),
while differentiation of among populations contributed 8.48% of the total (Table 3.11). The
low genetic differentiation observed between the two countries supports the view that intra-
tumour evolution is driven by Darwinian selection, therefore the evolution of breast cancer
in Nigeria and Senegal follow the Darwinian mode of evolution (Sottoriva ef al., 2015; Tao
et al., 2015) and is not different between the two countries. This process of genetic diversity
include mutation, genetic drift, migration, and natural selection and because tumours are
regarded as asexual population of cells, they are believed to follow the natural evolutionary
pattern and population structure of positive selection which allow them to adapt to
unfavourable environmental conditions and grow rapidly (Nowell, 1976 ; Nei, 1987 ;
Gillespie, 1991 ; Wen-Hsiung, 1997 ; Hartl and Clark, 2006 ; Maley et al., 2006 ; Merlo et
al,, 2006 ; Ewens, 2010). The is also true for NR-24 (Table 3.10) with a statistically
significant Fst value and a high level of diffentiation within (88.59%) than between
(11.40%) the two countries. Likewise, the level of diversity and tumour differentiation also
affects the response of tumour cells to environmental disturbances whether natural or
medical leading often to evolutionary differences observed between primary and metastatic
tumours (Maley et al., 2006; Merlo et al., 2006; Marusyk and Polyak, 2010). Nevertheless,
the result obtained here is in contrast to the result of Ling ef al., (2016), who argues about
the small sample size used for the analysis of intra tumour heterogeneity leading to a low
power to reject the non-Darwinian model (Tao et al., 2011; Gerlinger et al., 2012; Sottoriva
et al., 2013; de Bruin et al, 2014; Zhang et al., 2014; Wang et al, 2014). Ling and
Colleagues evaluated multiregional samples from a single tumour using whole genome
sequencing (WGS) and they observed high genetic diversity which is in line with the non-
Darwinian model of tumour evolution without any evidence of positive selection (Ling et
al., 2015). The haplotypic diversity considers the number of samples selected and the
haplotype frequency (h) shows the probability that two randomly selected sequences within
a specific population are identical. The high haplotype diversity seen here is an indication of
the different haplotypes observed among two randomly selected tumours. The nucleotide
diversity measures the genetic diversity that incorporates the actual degree of differences
between the sequences studied. Thus, the more the haplotypes present in a population are
distinct from each other in terms of the number of polymorphic sites differentiating them,
the higher the nucleotide diversity. Therefore, the high haplotype diversity and low
nucleotide diversity for both markers suggests a recent population expansion after a period
of low effective population size. This shows that the time after the tumour expansion in each
population is long enough to examine the change in haplotypes that resulted from mutation,
but it is not long enough to accumulate big differences among sequences because the
diversity of a tumour depends solely on the length of time that it takes to grow to a given
size (Avise, 2000; Ling et al., 2015). This is not uncommon for breast cancer especially in
sub-Saharan Africa where patients present at younger age with aggressive tumour and at a
late stage. Also, in this study as similar to others, most patients are premenopausal and
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therefore are still at the stage of active and rapid cell division. Studies have demonstrated
higher levels of nucleotide and haplotype diversity both in the nuclear and mitochondrial
genomes of the African population as well as more private alleles and haplotypes when
compared to non-Africans, seem to have a subset of sub-Saharan Africa’s genetic diversity
(Tishkoff et al., 1996; Tishkoff and Williams, 2002; Tishkoff and Verrelli, 2003; Tishkoff
and Kidd, 2004; Consort. Int. HapMap, 2005; Ramachandran et al, 2005 Conrad et al.,
2006; Zhao et al., 2006; Garrigan et al., 2007; Jakobsson et al., 2008; Li et al., 2008). Intra-
specific neutrality tests are based on the polymorphism observed in human populations. The
existence of pairwise nucleotide difference per site (n) in the hypothesis of neutrality was
estimated by calculating the Tajima’s D (TD) and Fu’s F (Tajima, 1989; Fu and Li, 1993)
while the 0y value is based on the number of segregating sites in a population (Watterson,
1975). The Tajima’s D test evaluates a general deviation of the allele frequency spectrum
from the expected under neutral conditions taking into account the whole spectrum: it
measures the difference between the average of the number of differences observed between
pairs of sequences and the total number of polymorphic sites observed. The TD test
calculates the normalized difference between 6y and n. A negative value explains an excess
of low frequency polymorphism and rare mutations under positive selection/directional
selection or population size expansion. When Tajima’s D and Fu’s F are significant and
negative, it is also an indication of a non-equilibrium between mutation and genetic drift
which may be due to demographic or population expansion as earlier stated. A positive
value depicts balancing selection or population size reduction due to excess of intermediate
frequency alleles. For NR-24, the value of the neutrality tests for Tajima’s D and Fu’s Fs are
negative which indicates sensitivity to population expansion and bottleneck effects
encouraging tumour growth and metastasis as well as an imbalance between mutation and
dritf in the tumour population among individual cases in the two studied populations
(Tajima, 1993 ; Tajima, 1996 ; Arris-Brosou and Excoffier, 1996). The sensitivity of Fu’s F
to population expansion is shown by its significant p - value for Nigeria and Senegal (Fu,
1997). Also, the NR-21 test statistics result output for Senegal shows a significant negative
value further reinforcing the presence of more tumour expansion for tumours from Senegal
than Nigeria (Fu, 1997).

The Fsr for the neutrality test shows genetic drift and the pattern of the tumour
differentiation in the same direction on all loci along the genome pathway for each
population. Here, it also further supports the hypothesis of recent positive selection of
tumour cells and polymorphism between them which makes it possible to directly target the
variant under selection which in this case are the microsatellite markers (Beaumont and
Balding, 2004; Excoffier et al, 2009). Nontheless, it will be necessary to study the
matching normal of the germline DNA in both countries to ascertain that the observed
microsatellite instablility of the two markers are not as a result of common polymorphic
variations in these populations as numerous studies have shown that there exist a high level
of nucleotide and haplotype diversities in the African populalation (Tishkoff et al., 1996;
Tishkoff and Williams, 2002; Tishkoff and Kidd, 2005; Consort. Int. HapMap, 2005;
Garrigan et al., 2007; Jakobsson et al., 2008; Li et al, 2008). The loci under divergent
selection are expected to have higher Fst values than neutral loci while loci under balancing
selection are expected to have lower Fsr values (Lewontin and Krakauer, 1973). The low
Fsr values for the two markers between Nigeria and Senegal been statistically significant
shows that the tumours in each population evolve under a balancing selection with only a
moderate genetic differentiation between the two countries (Hartl and Clark (1997).
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CONCLUSION

There is strong evidence of genomic instability as a result of high frequencies of
chromosomal abnormalities and mutations in human cancers which is characterized by
succession of mutations in the tumour as a result of continuous increase of endogenous
mutations in the cells. To understand this process in tumour development and resistance to
therapy, it is necessary to study the evolutionary process of cancer and its population
dynamics to provide biomarkers for development of therapeutic agents and strategies,
accurate intervention and risk management. In this study to compare and characterize the
evolutionary pattern of breast cancer patients in Nigeria and Senegal, the results suggest that
the evolutionary pattern of breast cancer development is the same among patients with the
disease in both countries following a process of balancing selection, neutrality, genetic drift
and recent tumour expansion. The evolution of breast tumour cells often produce resistant
clones which can be prevented by halting the initiation of the tumour growth and expansion
through effective therapy. With the highest levels of genetic diversity found in Africa, it
might be predicted that Africans would have relatively high amounts of local adaptation
contain within the populations because of the wide range of environmental differences as
well as high exposure to infectious disease. Nevertheless, signatures of selection in African
populations may be missed due to studies carried out mainly on one or two African
populations. Therefore, to have a better understanding of genetic and phenotypic
adaptations in Africa, it is important to scan for genetic signatures of selection in a broad
range of ethnically diverse African populations living in distinct environments and clearly
identify functional variants that are likely to be targets of selection so as to verify their
impact on phenotypic variations of diseases such as breast cancer. Studies on the continent
may also allow further assessment of the role of immune-compromised states of interest
given the increasing recognition for a role of inflammatory markers in the etiology of breast
cancer and the promising results from the exploration of immunotherapy in treatment. In
conclusion, the genetic factors underlying complex diseases are still poorly understood
especially in the aspect of genetic and environment interactions as well as epistatic
interactions among loci likely to influence complex disease susceptibility This limitation of
this study is the lack of match normal germline DNA and controls to eliminate polymorphic
variations of the studied markers in Nigeria and Senegal. Therefore, further studies to
establish this fact are needed not only in our population but in Africa as a whole to discover
her population or regional specific susceptibility alleles underlying some complex diseases.
Also, we only evaluated the region of the tandem repeats which may result in the high
haplotype diversity and frequencies observed. We suggest that an extensive analysis of the
entire pentaplex panel of the mononucleotide markers NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25 and
BAT-26 be carried out among breast cancer patients to answer some of the scientific
questions on breast cancer susceptibility, heterogeneity, treatment, relapse. and survival as
studies in West African populations may be informative for the identification of markers
necessary for the treatment of breast cancer. Finally, because there is no difference in the
evolutionary pattern and the pathway of carcinogenesis of breast cancer in Nigeria and
Senegal and therefore treatment pattern and therapies developed to target one population
can serve for the other.
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RESUME :

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu et la principale cause de décés de cancer chez les femmes dans le monde avec
un taux d'incidence et de mortalité¢ de 37,3% et de 17,8% respectivement en Afrique de I'Ouest. Au Nigéria, il s'agit du
cancer le plus répandu et de la principale cause de déceés par cancer chez les femmes, tandis qu'au Sénégal, il occupe le
deuxiéme rang apres le col de l'utérus, ce qui pose un probléme de santé publique majeur. Dans cette étude, caractérisé et
comparé 1'évolution génétique du cancer du sein chez les femmes nigériennes et sénégalaises atteintes de la maladie a l'aide
des marqueurs mononucléotidiques NR-21 et NR-24, ainsi que leur association avec des caractéristiques clinico-
pathologiques ainsi que les paramétres de reproduction de ces populations. Deux cent une (201) patientes atteintes d'un
cancer du sein et confirmées histologiquement ont été recrutées dans deux hdpitaux de référence de chaque pays (102
patientes du Nigéria et 99 patientes du Sénégal) et cent échantillons de tissus mammaires (50 de chaque pays) ont été
sélectionnés pour les analyses moléculaires. Les résultats des parameétres épidémiologiques ont indiqué une différence
significative de 'age a la ménarche (p<0,001) de 1’dge de la premiére grossesse a terme (p<0,001), de la parité (p<0,001), de
la contraception (p<0,001) et de I'état matrimonial (p=0,005) entre les deux pays. Nous avons observé un nombre
d’haplotypes plus élevé au Sénégal (8 et 16 haplotypes pour NR-21 et NR-24 respectivement) qu’au Nigéria (4 et 12
haplotypes de NR-21 et NR-24 respectivement). 15% des cas de chaque pays étaient stables pour le marqueur NR-21, tandis
que 70% et 82% des cas étaient instables pour le marqueur NR-24 au Nigéria et au Sénégal. Une diversité haplotypique
élevée et une diversité de nucléotides faible ont été observées pour chaque marqueur, ainsi que des valeurs négatives pour le
test de neutralité qui indiquent une expansion récente de la population (cellules tumorales a croissance rapide). Ce
phénomeéne n'est pas rare pour le cancer du sein en Afrique subsaharienne avec un type de tumeur agressive. L’analyse de la
variance moléculaire (AMOVA) a révélé une forte variation génétique (91,5% et 88,6% pour NR-21 et NR-24) et une faible
différenciation génétique entre les populations (8,5% et 11,4% pour NR-21 et NR-24) indiquant I’absence de différenciation
génétique dans 1'évolution des cancers du sein entre les deux populations étudiées. De méme, l'association d'instabilité de
MSI avec des paramétres cliniques n'a révélé aucune différence statistiquement significative sauf 1’age pour les Nigérianes
(p<0,05) et le grade SBR pour les Sénégalaises (p=0,04) pour le marqueur NR-24. Cette étude met en exergue l'implication
des instabilités des microsatellites (MSI) NR-21 et NR-24 dans 1'évolution du tumeurs cancer du sein dans ces populations.
En conclusion, des résultats montrer qu’il n’existe aucune différence entre le développement et la progression du cancer du
sein au Nigeria et au Sénégal et que, le MSI joue un double role de biomarqueur prédictif et pronostique. L’instabilité
observée ici devrait renforcer les efforts de recherche vers son exploration et son application clinique au Nigeria et au
Sénégal.

Mots clés : sein, cancer, microsatellite, instabilité, evolution
ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent cancer and the leading cause of cancer deaths among women worldwide with an
incidence and mortality rate of 37.3% and 17.8% respectively in Africa. In Nigeria, it is the most common cancer and the
leading cause of cancer deaths in women, while in Senegal it ranks second after cervix posing a major public health problem.
In this study, characterized and compared the genetic evolution of breast cancer among Nigerian and Senegalese women
with the disease using the NR-21 and NR-24 mononucleotide markers as well as their association with clinico-pathological
features and also the reproductive parameters of these populations. Two hundred and one (201) histologically confirmed
breast cancer patients were recruited from two reference hospitals in each country (102 female patients from Nigeria and 99
female patients from Senegal) and 100 breast tissue samples (50 from each country) were selected for molecular analyzes.
The results of the epidemiological parameters indicated a significant difference between age at menarche (p<0.001), age of
first term pregnancy (p<0.001), parity (p<0.001), contraception (p<0.001) and marital status (p=0.005) between the two
countries. We observed a high number of haplotypes in Senegal (8 and 16 haplotypes for NR-21 and NR-24 respectively)
than in Nigeria (4 and 12 haplotypes of NR-21 and NR-24, respectively). 15% of the cases in each country were stable for the
NR-21 marker, while 70% and 82% of the cases were unstable for the NR-24 marker in Nigeria and Senegal. High
haplotypic diversity and low nucleotide diversity were observed for each marker, as well as negative values for the neutrality
test that indicate a recent expansion of the population (fast-growing tumor cells). This phenomenon is not uncommon for
breast cancer in sub-Saharan Africa with an aggressive type of tumor. Molecular Variance Analysis (AMOVA) revealed
high genetic variation (91.5% and 88.6% for NR-21 and NR-24) and low genetic differentiation between populations (8.5%
and 11.6%). 4% for NR-21 and NR-24) indicating the absence of genetic differentiation in the evolution of breast cancer
between the two populations studied. Similarly, the association of MSI instability with clinical parameters revealed no
statistically significant difference except for Nigerian women (p<0.05) and SBR grade for Senegalese women (p=0.04) for
the NR-24 marker. In conclusion, the results show no differences in the development and progression of breast cancer in
Nigeria and Senegal and the involvement of MSI as predictive and prognostic biomarkers. The study will strengthen
research efforts towards its exploration and clinical application of these markers in Nigeria and Senegal.
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