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Résumé

Le cancer du sein est un probléme majeur de santé publique a travers le monde. Le traitement
reste un véritable défi dans certains pays en voie de développement, comme le Mali. Les génes
GSTM1 et GSTTI sont impliqués dans la détoxification des agents génotoxiques. Le but
principal de cette étude était d’étudier la distribution génotypique du polymorphisme nul de ces
deux genes chez les femmes atteintes de cancer du sein. Nous avons réalisé une étude
transversale descriptive allant d’octobre 2025 a avril 2026. L’ADN génomique a été extrait du
sang total des 149 participantes, et I’analyse génotypique a été réalisée par PCR multiplex.
Ainsi, la classe d'age 30-50 ans était la plus représentée, soit 47 % de nos participantes, avec
une moyenne d’age de 45,85 £ 13.29 ans. Les femmes mariées étaient les plus fréquentes, avec
73,8 %. L’ethnie bambara était prédominante soit 24,8 %. Les fréquences des génotypes nuls
de GSTM1 et GSTT1 étaient respectivement de 23,5 % et de 38,3 %. Cette étude descriptive
nous a permis de dresser un portrait précis des caractéristiques spécifiques observées au sein de
la population d’étude, mettant en lumicre les variations sociodémographiques, cliniques et
biologiques notables. Elle pourrait également ouvrir la voie a d’autres pour permettre de mieux
comprendre 1'étiologie des maladies telles que les cancers, ainsi que la pharmacogénétique des

médicaments qui sont des substrats des enzymes GSTM1 et GSTT].

Mots clés : Cancer du sein, géne, GSTM1, GSTT1.



Abstract

Breast cancer is a major public health problem worldwide. Its treatment remains a significant
challenge in some developing countries, such as Mali. The GSTMI and GSTTI genes are
involved in the detoxification of genotoxic agents. The main objective of this study was to
investigate the genotypic distribution of the null polymorphism of these two genes in women
with breast cancer. We conducted a descriptive cross-sectional study which took place from
October 2025 to April 2026. Genomic DNA was extracted from the whole blood of the 149
participants, and genotyping was performed using multiplex PCR. The 30-50 age group was
the most represented, accounting for 47 per cent of participants, with a mean age of 45.85
+ 13.29 years. Married women were the most numerous, accounting for 73.8 per cent. The
bambara ethnic group was the most represented, accounting for 24.8 per cent of the participants.
The frequencies of null genotypes for the GSTM 1 and GSTT1 genes were 23.5 per cent and 38.3
per cent, respectively. This descriptive study enabled us to establish a precise profile of the
specific characteristics observed within the study population, highlighting notable socio-
demographic, clinical and biological variations. It could also pave the way for further research
aimed at better understanding the etiology of diseases such as cancers, as well as the

pharmacogenetics of drugs that are substrates of the GSTM1 and GSTT1 enzymes.

Keys words: Breast cancer, gene, GSTM1, GSTT1.
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1 Introduction

Le cancer du sein est une formation tumorale maligne développée aux dépens du tissu
mammaire. Le plus souvent, ce cancer a un bon pronostic dans les pays a revenu élevé.
Cependant, son traitement reste un véritable défi dans certains pays africains comme le Mali.
De ce fait, le taux de mortalité est en constante diminution dans ces pays a revenu €levé depuis
plus de 25 ans, grace a I’amélioration des méthodes diagnostiques, dont le dépistage, et de la

prise en charge grace aux thérapies innovantes (1).

Malgré des mesures préventives, le nombre de cas de cancer du sein reste en augmentation
exponentielle au fil des années. Une estimation de 1'incidence du cancer du sein d'ici 2045, faite
par GLOBOCAN (Global Cancer Observatory), prévoit une augmentation sur tous les
continents, mais des valeurs extrémes pourraient étre observées sur le continent africain, avec
une augmentation de plus de 100 % de I’incidence a partir des chiffres de 2022 : de 198 553
cas en 2022, elle pourrait atteindre 400 297 cas en 2045(2).

L’augmentation des cas est la conséquence du maintien ou de I’augmentation de comportements
a risque, par une exposition prolongée aux substances cancérigénes responsables de stress
oxydatif au sein de notre organisme. Le stress oxydatif, qui est un phénomene biologique
consécutif a une agression de la cellule par des agents xénobiotiques ou endobiotiques, joue un
role important dans la genése du cancer, notamment pour le cancer du sein avec les variants

pathogenes des genes BRCA, TP53, etc.

Des genes comme les glutathion S-transférases (GST) codent pour des enzymes qui protegent
nos cellules du stress oxydatif. Mais ces enzymes participent également au métabolisme des
médicaments anticancéreux. Il a été établi que le polymorphisme des genes codant ces enzymes
de détoxication joue un rdle dans le développement de certains cancers chez certaines
populations. De plus, une fréquence €levée de certains polymorphismes de ces enzymes au sein
d’une population a été liée a I'apparition de diverses maladies, comme I'asthme, les maladies du

foie, les maladies neurodégénératives, etc (3,4).

Ces enzymes, regroupées dans des superfamilles, sont connues sous le nom d’enzymes de
métabolisme des xénobiotiques et se répartissent en trois phases de métabolisme : la phase

I (cytochrome de type P 450), la phase II (glutathion S-transférase) et la phase III (MDR1).

Des polymorphismes des génes appartenant a la large famille des GST ont été associés a un

risque ¢levé de cancer dans des populations, notamment le cancer du sein ; parmi ceux-ci, les

1



genes GSTM1 et GSTT1 sont particuliérement étudiés (5,6).

Certaines études ont observé des taux significativement plus élevés du génotype nul de GSTM
chez les patients atteints de cancer du sein par rapport aux témoins (5,7,8). Cependant, d'autres
recherches n'ont trouvé aucune association entre les polymorphismes de GSTM1 et GSTTI et
le cancer du sein (9). Ces résultats soulignent que I’implication de ces génes dans la
carcinogenese du sein demeure un sujet de débat, tout comme les variations de leur fréquence

parmi différentes populations.

Selon la revue de la littérature, nous avons constaté peu de données portant non seulement sur
les geénes de la glutathion-S-transférase en général, mais également sur les classes GSTT1 et
GSTM1 en particulier, ainsi que sur leur implication dans le développement du cancer du sein
sur le continent africain. A notre connaissance, il existe trés peu de données spécifiques a ce
sujet concernant le Mali. Ainsi, dans la présente étude, nous nous sommes proposé d’étudier les
prévalences des polymorphismes des génes GSTMI et GSTTI chez les patientes atteintes de
cancer du sein au Mali. Cette démarche pourrait contribuer a de futures études de recherche sur

les associations génétiques impliquant ces génes au Mali.

Nous avons émis 1'hypothese que la fréquence des génotypes nuls GSTM1 et GSTTI dans la

population d'étude serait comparable a celles rapportées dans la littérature.

0,

¢ Objectif général

- Ftudier la distribution génotypique du polymorphisme nul des génes GSTMI et GSTTI
chez les participantes.

»  Objectifs spécifiques

- Décrire les caractéristiques socio-démographiques et cliniques des patientes.

- Déterminer la fréquence génotypique du gene GSTM1 chez nos participantes.

- Déterminer la fréquence génotypique du gene GSTT! chez nos participantes.

- FEtablir la distribution des génotypes nuls selon les caractéristiques socio-cliniques chez

les patientes atteintes d’un cancer du sein.
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2 Généraliteé

Plusieurs études moléculaires ont conclu & un role important des phénomenes
environnementaux tel que les agents physiques ; les agents chimiques ou les agents biologiques
dans la survenue de mutations au sein du génome humain, responsable de I’engagement et/ou
la précipitation de la carcinogénese (10-12). Le cancer résulte d’une accumulation
mutationnelle dans le matériel génétique entrainant une prolifération anarchique et incontrdlée.
Les mutations germinales dans certains génes augmentent le risque de développer plusieurs

types de cancers, notamment le cancer du sein, de 1’ovaire, du cerveau, etc (13,14).

Le corps humain est expos¢ a un ensemble de composés cancérigenes durant sa période de vie

qui sont susceptibles d’interférer avec le matériel génétique et de conduire a des mutations (15).

Les polymorphismes génétiques des enzymes impliquées dans le métabolisme de ces composés
augmentent le risque de développer des cancers dans plusieurs populations (5,16—19). Ces
enzymes sont appelées enzymes de métabolisme, car elles inactivent de nombreuses molécules

a fort potentiel cancérigene.

Elles sont regroupées en une superfamille d’enzyme, selon leur étape d’implication dans le

métabolisme, nous distinguons :

- Enzymes de la phase I : le cytochrome P 450 joue un r6le clé dans la biotransformation par
oxydoréduction et par hydrolyse des composés.

- Enzymes de la phase II : les glutathion-S-transférases (GST) et les uridine 5’-diphospho-
glucuronosyltransferases (UDP), transforment les métabolites cancérogenes issus de la phase I
en formes inactives et hydrosolubles pour ¢limination par les cellules.

- Les enzymes de la phase I1I : les métabolites issus de la phase II doivent €tre transportés hors

des cellules par les P-glycoprotéines pour étre éliminés définitivement.

Les glutathion transférases (GST) sont I'une des familles d’enzymes de détoxification les plus
importantes dans la nature. Les enzymes de la phase I activent les procarcinogenes, suivis d’une
inactivation par les enzymes de la phase II comme les GST a travers la conjugaison des
composés a centres €lectrophiles au glutathion tripeptide endogéne (GSH), 1’absence de ces
enzymes entrave I’élimination des composés cancérogenes ; mais de nombreuses autres

activités sont désormais associées aux GST (20,21).



La superfamille des glutathion S-transférases (GST) est composée de protéines
multifonctionnelles largement réparties dans la nature, tant chez les eucaryotes que chez les

procaryotes (21).

2.1 Classification enzymatique des GST.

Chez 1I’étre humain, les glutathion S-transférases se divisent en plusieurs types selon leur
localisation cellulaire, incluant des GST cytosoliques, mitochondriales et microsomiques,
appelées MAPEG « Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism

».

Les GST cytosoliques sont divisées en plusieurs grandes catégories en fonction de leurs
propriétés chimiques, physiques et structurelles. Les GST mitochondriales sont également
connues sous le nom : GST de classe kappa et sont des enzymes solubles présentant des
similitudes structurelles avec les GST cytosoliques. Au contraire, les GST microsomales,
¢galement appelées MAPEG (protéines associées a la membrane impliquées dans le
métabolisme des eicosanoides et du glutathion), sont des protéines membranaires intégrales qui

ne sont pas liées évolutivement aux autres grandes classes (20,21).

a) Les GST cytosoliques
Les GST cytosoliques sont classées en fonction des similitudes dans la séquence
protéique et des propriétés structurelles. De nombreuses classes partagent une similarité
de séquence autour de 40 % (22). Ces enzymes sont largement distribuées a travers les
différents tissus de ’organisme. Ces classes distinctes sont désignées par des lettres
grecques accompagneées de désignations alphanumériques, a savoir alpha (A), mu (M),
omeéga (O), pi (P), sigma (S), théta (T) et zéta (Z) (Tableau I).

b) Les GST mitochondriales
Les GST de classe Kappa constituent les GST mitochondriales, elles se caractérisent par
leur nature soluble et présentent des similarités structurales avec les GST cytosoliques.

¢) Les GST microsomiques (MAPEG) (23)
Ce sont des protéines transmembranaires, on y trouve la protéine activatrice de la 5-
lipooxygénase (FLAP), le leucotriecne C4 synthase, qui catalyse la production
de leucotréne C4 (LTC4) a travers le leucotriene A4, et les glutathion microsomale S-

transférase (MGST), qui produisent également la LTC4 a partir de LTA4 (Tableau I).


https://en.wikipedia.org/wiki/5-lipoxygenase-activating_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/5-lipoxygenase-activating_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_C4_synthase
https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_C4
https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_A4
https://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione_S-transferase
https://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione_S-transferase

Tableau I : Classification des GST humaines (20,21,24).

Superfamille Classe Chromosome Gene Protéine
GSTAI GSTAI1-1
GSTA2 GSTA2-2
Alpha 6pl2.2
GSTA3 GSTA3-3
GSTA4 GSTA4-4
GSTM1 GSTM1-1
GSTM2 GSTM2-2
A Mu 1p13.3 GSTM3 GSTM3-3
é GSTM4 GSTM4-4
2 GSTMS GSTMS5-5
Pi 11q13 GSTP1 GSTP1-1
Sigma 4q22.3 GSTS1 GSTSI1-1
GSTT1 GSTT1-1
Théta 22ql1.2
GSTT2 GSTT2-2
Zéta 14q24.3 GSTZ1 GSTZ1-1
Oméga 10q24.3 GSTO1 GSTO1-1
Mitochondriale Kappa 7q34-35 GSTK1 GSTK1-1
12p12.3 MGSTI MGST1
4q28.3 MGST2 MGST2
Microsomique MAPEG 1923 MGST3 MGST3
5 LTC4S LTC4S
13ql2 FLAP FLAP




2.2 Expression et distribution des GST dans les tissus humains.
L’expression des enzymes GST semble varier en fonction du tissu et du type de cellule (Tableau
IT), de ce fait chaque organe posséde donc son propre profil d’expression. Cependant, le foie et

le rein restent de loin les organes les plus impliqués dans les processus de détoxification.

Comme exemple, I'expression du gene GSTAI est particuliérement ¢élevée dans le foie, le rein
et les testicules, tandis que la GSTP/ atteint ses niveaux les plus élevés dans les tissus extra-
hépatiques comme ceux du poumon, la protéine GSTP1 semble avoir des concentrations plus
¢levées dans les cellules en prolifération plutot que dans les cellules différentiées. Quant a la

GSTT], elle se retrouve surtout dans les érythrocytes et dans le foie.

Le profil enzymatique de plusieurs cellules néoplasiques est associé a une forte expression des
protéines GST, avec des taux encore plus ¢élevés dans les cellules cancéreuses trés agressives
(25). Plusieurs études ont établi un lien entre 1’expression des GST, la carcinogenese et la
résistance aux traitements médicamenteux, ce qui a amené la communauté scientifique a

envisager les GST comme des biomarqueurs potentiels dans le contexte du cancer.



Tableau II : Degré d’expression tissulaire des différentes protéines GST (26-28).

Protéines Classes Organe
GSTA1 (Testicule =~ foie) >> rein > pancréas
Alpha GSTA2 (Testicule =~ foie =~ pancréas) >> rein > cerveau
GSTA3 Placenta
GSTA4 (Intestin gréle =~ rate) > (rein = foie) > cerveau
Kappa GSTK1 Foie (mitochondrie)
GSTM1 Foie > testicule > rein > poumon
GSTM2 (Cerveau =~ muscle stri¢ = testicule) > cceur > rein
Mu GSTM3 Testicule >> (intestin gréle =~ cerveau) > muscle strié
GSTM4 Cerveau > cceur > muscle stri¢
GSTMS5 Cerveau > cceur > poumon > testicule
Pi GSTPI Cerveau >> (testicule =~ cceur =~ poumon) >rein
Sigma GSTS1 Foie feetal ; moelle osseuse
Theéta GSTT1 (Rein = foie) > intestin gréle > (cerveau = prostate)
GSTT2 Foie
Zeta GSTZ1 Foie feetal > muscle strié
Omega GSTO1 (Foie = coeur =~ muscle stri¢) > pancréas > rein
LTC4S (Plaquette =~ poumon)>foie
MAPEG FLAP (Poumon = rate =~ thymus) >> intestin gréle

= : expression sensiblement égale

>> : expression nettement supérieure a

> ! expression supérieure a




2.3 Structure et fonction enzymatique.

L’analyse cristalline d'une des sous-unités de GST soluble a révélé que le domaine N-terminal
(Domaine 1 ; résidus 1-80) présente une topologie o/f, et assure un rdle clé dans la liaison au
glutathion réduit (GSH) au niveau du site G. Le domaine C-terminal (domaine 2, résidus 87-
210), quant a lui, adopte une configuration a-hélicoidale et représente le site H, responsable de
l'interaction avec le substrat électrophile (Figure 1) (24). La plus grande variabilité entre les
différentes classes de GST se situe dans le site H et est responsable de la diversité dans les
interactions avec les substrats (29). Au site G, la chaine latérale du GSH est activée par un
résidu de liaison a I'hydrogene, généralement une cystéine. Cependant, dans certaines classes,

ce résidu peut aussi étre une tyrosine ou une sérine (24,30).

Un troisiéme site est présent chez certaines classes telles que GSTA et GSTP, qui peut jouer un
role dans le transport des molécules lipophiles ou agir comme un site de régulation de 1’activité

enzymatique, généralement par inhibition de maniére allostérique (30).

Figure 1 : Structure protéique de la glutathion S-transférase(29)

2.4 Polymorphisme des genes de la glutathion S-transférase

Les geénes des enzymes glutathion S-transférase sont répartis en plusieurs familles
multigéniques, trés polymorphes, ils sont localisés sur différents chromosomes dans le génome
humain. Ces polymorphismes peuvent étre des mutations /ndels, des variations de structure ou
encore des polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP). Ces variations génétiques peuvent étre
classées en fonction de leur impact sur la fonction des protéines produites par ces génes. Un
variant faux sens implique un changement dans la séquence du gene qui modifie un acide aminé
pouvant altérer la fonction de la protéine correspondante ; Un variant silencieux implique un

changement dans la séquence du géne sans impact sur la chaine protéique a cause de la
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redondance du code génétique. En revanche, le variant non-sens, ainsi que les mutations
induisant un décalage de cadre de lecture, engendrent des modifications plus importantes qui
affectent significativement la fonction de la protéine produite. Récemment, des recherches ont
abouti a une liaison significative entre les polymorphismes des génes GST et des manifestations
cliniques pathologiques ou indésirables telles que des maladies ou des effets secondaires liés a
des traitements médicamenteux (17-19,31,32). Les polymorphismes d’un seul nucléotide sont
les plus fréquents au sein des différentes classes de GST. Les variations des geénes de la

glutathion S- transférase de type cytosolique sont les plus étudiés notamment les classes Mu,

Théta et Pi.

Cependant, plusieurs études ont observé une délétion des genes GSTMI et GSTTI dans
plusieurs populations de race blanche (33). Ces délétions sont relativement moins fréquentes
dans certaines populations africaines comme celle du Mali (34). Le géne GSTM1 est constitué
de 8 exons et de 7 introns s’étendant sur une longueur de 21kb. La perte du géne GSTM1 est
causée par un appariement inégal entre deux régions homologues entourant le géne, entrainant
une perte de 15 kb qui contient 1’intégralité du gene (3,18), aboutissant a I’allele GSTM1*0.
Une autre forme allélique appelée GSTM1*B provient d'une transversion C-G en position 534
de I’exon 7 de l’all¢le sauvage GSTM1*A (Tableau III). Les deux variants GSTMI1*B et
GSTM 1 *4 présentent une relation de codominance entre elles, mais sont dominants par rapport
a l’allele nul GSTM1*0. Phénotypiquement, les alleles GSTM1*4 et GSTM1*B affichent des
activités catalytiques normales et similaires (20,21). Il existe un quatrieme variant appelé
GSTM 1 #Ix2 résultant de la duplication du gene GSTM1, il est responsable d’une surexpression
de la protéine GSTM1. Les individus homozygotes par rapport a I’allele de délétion GSTM1*0
présentent un risque plus €levé de développer certains cancers tels que : le cancer de la vessie,

le cancer du poumon, le cancer du sein (20,35).

Concernant le géne GSTT1, au moins trois modalités alléliques ont été découvertes : 1’allele
GSTTI*0 résulte de la délétion totale du géne (8179bp), et les alleles GSTTI*A4 et GSTT1*B *
découlent de la transversion d'une adénine (A) par une cytosine (C) au nucléotide 310. L’allele
GSTT1*B est associé a I’inactivation de la protéine GSTT1. Ainsi, le phénotype non-conjuguant
est représenté par les génotypes GSTT1*0O/*0O, GSTT1*B/*B ou GSTT1*B/*O (Tableau III), le
phénotype conjuguant moyen correspond a I’hétérozygote GSTT1*A/*0 ou la GSTT1*A/*B, et
le phénotype fort conjuguant est attribué a I’homozygote sauvage GSTT1*A4/*4 (21,36).



Tableau III : Polymorphisme des genes GSTM1 et GSTT1

Classe GST Variations alléliques Séquence protéique Phénotype

Mu GSTM1*4 Lys173 Activité normale
GSTMI*B Lys173Asn Activité normale
GSTM1*0 Absence de 1'enzyme Pas d’activité

Théta GSTTI*4 Thr104 Activité normale
GSTTI*B Thr104Pro Protéine inactivée
GSTTI*0 Absence de I'enzyme Pas d’activité

2.5 Implication dans la chimiorésistance

La détection du cancer a un stade précoce est souvent difficile surtout dans le contexte africain
par des symptomes ambigus et le manque d'outils diagnostiques adaptés, ce qui conduit
fréquemment a des diagnostics tardifs des cancers. Bien que la chirurgie constitue un pilier
important dans le traitement, seulement quelques patients peuvent bénéficier d'une résection

totale, notamment pour des cancers comme celui du pancréas (37).

Les produits de chimiothérapie visent a ralentir et/ou a stopper la croissance et la multiplication
des cellules, malgré la découverte des nouvelles classes de thérapies anticancéreuses comme
I’immunothérapie, la chimiothérapie reste un pilier incontournable dans la prise en charge des
cancers en Afrique. Cependant, 1’efficacité de ces produits est souvent limitée, en particulier

dans des cas de tumeurs exprimant excessivement les enzymes de détoxifications (Tableau V).

Certaines ¢études ont trouvé des activités GST plus élevées dans les fractions cytosoliques

tumorales que celles des cellules normales, notamment pour les tumeurs malignes du sein (25).

La réponse aux traitements anticancéreux en fonction des polymorphismes du géne GSTPI a
été fréquemment étudiée dans des populations asiatiques, une surexpression tumorale du gene

GSTPI n’était pas favorable a un bon pronostic.
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Tableau IV : Réle des enzymes GST dans la chimiorésistance

Type de cancer Molécules anticancéreux Résultats Référence
Cisplatine, Taux de réponse plus faible (38)

Cancer de 'ovaire doxorubicine dans les tumeurs GSTPI+

GSTP1 est surexprimé dans les (39)
Gliome Cisplatine, irinotecan tumeurs résistantes

Fluorouracil (5-FU), GSTP1 est surexprimé dans les (40)

Cancer de I'estomac cisplatine tumeurs résistantes

GSTP1 est surexprimé dans les 41)
Cancer de la prostate doxorubicine tumeurs résistantes

GSTP1 est surexprimé dans les (42)
Cancer du sein Adriamycine tumeurs résistantes

Augmentation de 'apoptose et

des 1ésions de I'ADN suite a (43)
Cancer du sein Adriamycine l'inhibition de GSTP!

Effet synergique de l'inhibition

Cancer du poumon non a de la GSTPI et du traitement au (44)
petites cellules Cisplatine cisplatine

Augmentation de I'apoptose suite a

l'inhibition de GSTP! et a un (45)
Cancer du poumon Camptothecine traitement a la camptothécine

L'inhibition de GSTP1 induite par

Cancer du poumon non a les miARN annule la résistance (46)
petites cellules Cisplatine au cisplatine
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2.6 Régulation de I’expression des genes GST

L'oncoprotéine de fusion EWS/FLI se retrouve dans la majorité des cas de sarcome d'Ewing, il
agit comme un facteur de transcription aberrant qui intervient dans la carcinogenése par la
dérégulation de plusieurs geénes cible clés (47). Il a été démontré qu’EWS/FLI active la
transcription de certains geénes cibles par l'intermédiaire d'éléments microsatellites contenant la
séquence GGAA au sein de leur promoteur (48). Certains genes de la glutathion S-transférase
comme le géne GSTM4 contient un microsatellite GGAA dans leur promoteur. Des études
expérimentales ont révélé qu'EWS/FLI se lie a ce microsatellite et régule a la hausse
l'expression de GSTM4 par l'intermédiaire de cet ¢élément. De récentes études ont prouvé que la
capacit¢ de 'EWS/FLI a activer l'expression génique par l'intermédiaire des éléments
microsatellites GGAA est proportionnelle a la taille du microsatellite, ce qui suggere que les

polymorphismes de ces microsatellites pourraient influencer l'expression des genes cible (49).

Cependant, d’autres systémes de régulation comme les phénoménes épigénétiques ont été

décrits (50,51).
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3 Matériel et méthodes

3.1 Cadre et lieu d’étude

La présente étude a ét€ menée dans le cadre d’un projet de pharmacogénétique consacré a
I’hormonothérapie du cancer du sein, avec le soutien de I’AACR (American Association for
Cancer Research). Les activités de recherche ont été réalisées au Centre de Recherche et de

Formation sur les Pathologies Moléculaires (CREFPAM).

3.2 Type et période d’étude

Cette étude pilote transversale descriptive a été effectuée sur une durée de 6 mois, s’étendant

d’octobre 2025 a avril 2026.

3.3 Taille et population d’étude

La présente étude a concerner 149 patientes atteintes de cancer du sein recues dans les services
d’oncologie médicale du FORUM MEDICAL et du centre hospitalier universitaire (CHU) du
Point G.

3.4 Critére d’inclusion

Ont été incluses dans cette étude les participantes qui remplissaient les conditions suivantes :

- Avoir fourni un consentement libre et éclairé¢ ou lorsque la situation 1’exigeait, un

assentiment accompagné du consentement du représentant légal ;
- Présenter un diagnostic de cancer du sein confirmé par un examen histologique ;
- Etre en mesure de fournir I’échantillon biologique requis a la réalisation de I’étude.

3.5 Critére de non-inclusion

N'ont pas été retenues dans cette étude les participantes :
- N’ayant pas donné leur consentement libre et éclairé ;
- Atteintes d’un cancer autre que le cancer du sein ;

- Se trouvant dans I’impossibilité de fournir I’échantillon biologique requis a 1’étude.
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3.6 Traitement des échantillons

3.6.1 Prélévement sanguin

Pour chaque participante, 4 ml de sang périphérique ont été prélevés afin d’extraire ’ADN et
de réaliser les analyses génétiques. Les prélévements ont été recueillis dans des tubes contenant
de PEDTA, puis conservés a -20 °C jusqu'a leur traitement par les techniques de biologie

moléculaire.

3.6.2 Extraction de PADN
L'ADN génomique a ¢été extrait a I'aide du kit Genta PureGene de Qiagen, conformément au
protocole décrit ci-dessous. Aprés extraction, le matériel génétique obtenu a été soumis a une

amplification par PCR multiplexe.

3.6.2.1 Principe de ’extraction

L’extraction de ’ADN génomique a partir de sang total repose sur les principales étapes

suivantes :

- lalyse des globules rouges ;
- lalyse des globules blancs ;
- I’élimination des protéines ;
- la dégradation des autres acides nucléiques, tels que les ARN ;

- la précipitation de I’ADN a I’aide d’isopropanol.

3.6.2.2 Protocole d’extraction

» Lyse des globules rouges
- Prélever 3 ml de sang total.

- Ajouter 9 ml de solution de lyse des globules rouges (RBC), une solution hypotonique préte a
I’emploi permettant 1’isolement des leucocytes par lyse différentielle. La solution RBC utilisée

présente, pour un volume final d’un litre (1 L), la composition suivante :

v 10mlde Tris HCla 1 M, pH 8,6 ;
v" 5 ml de MgCl (1IM) ;
v" 3 ml de NaCl a 3M.

- Homogénéiser délicatement le mélange en retournant le tube dix fois.

- Laisser agir la solution pendant 5 minutes a température ambiante.
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- Centrifuger a 2000 x g pendant 2 minutes.
» Lyse des globules blancs et élimination des protéines

- Eliminer délicatement le surnageant sans perturber le culot cellulaire, tout en conservant

environ 200 pl de liquide résiduel.

- Ajouter 3 ml de solution de lyse des globules blancs (CLS). Cette solution hypotonique
contient du Tris a 1 M, de ’EDTA a 0,5 M et du NaCl a 5 M.

- Homogénéiser vigoureusement au vortex pendant 20 secondes afin d’assurer la lyse des

globules blancs.

- Ajouter 1 ml de solution de précipitation des protéines (PK), puis agiter de nouveau au vortex

pendant 20 secondes.
- Centrifuger a 2000 x g pendant 5 minutes.
» Précipitation et lavage de ’ADN

- Transférer soigneusement le surnageant dans un nouveau tube Falcon de 15 ml contenant 3

ml d’isopropanol préalablement refroidi, sans entrainer le culot.

- Retourner le tube 50 fois afin de favoriser la précipitation de I’ADN, qui devient alors visible

sous la forme de filaments.

- Centrifuger 4 2000 x g pendant 2 minutes. A I’issue de cette étape, I’ADN forme un culot

blanchatre au fond du tube.

- Eliminer le surnageant avec précaution, sans détacher le culot d’ADN, puis égoutter le tube

sur un papier absorbant.
- Ajouter 3 ml d’éthanol a 70 %, puis retourner plusieurs fois le tube afin de laver le culot.
- Centrifuger 2000 x g pendant 1 minute.
- Retirer délicatement le surnageant sans entrainer le culot d’ADN.
- Laisser sécher le tube a 1’air libre pendant 5 a 10 minutes.
> Réhydratation et conservation de ’ADN
- Ajouter 300 pl de solution d’hydratation directement sur le culot d’ADN.

- Incuber le tube au bain-marie a 65°C pendant 1 heure afin de faciliter la dissolution de I’ADN ;
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- Poursuivre la réhydratation pendant une nuit a température ambiante, en homogénéisant

doucement.

- Centrifuger brievement, puis conserver a -20° C pour un stockage prolongé ou a +4° C

lorsqu’une utilisation a court terme est prévue.

3.6.3 Détermination de la qualité, de la concentration et de la pureté de ’ADN

» Evaluation de la qualité de ’ADN

La qualité de I’ADN extrait a été évaluée par électrophorése sur gel d'agarose a 2 %. Pour
chaque échantillon, un volume de 3 a 5 pl de solution d’ADN a été déposé dans un puit du gel.
La migration a été réalisée a une tension de 100 volts pendant 20 minutes. L’observation du
profil électrophorétique a permis de vérifier 1’intégrité¢ de I’ADN et de mettre en évidence une

éventuelle dégradation survenue au cours de l'extraction.
» Détermination de la concentration et de la pureté de ’ADN

La concentration de 'ADN extrait a été déterminée par Nanoview (nano drop), a partir de
I'absorbance mesurée a 260 nm. Avant la lecture, les solutions d’ADN ont été diluées au 1/50.
Pour ’ADN double brin, une absorbance de 1 a 260 nm correspond a une concentration 50
ug/ml. La concentration a ainsi été¢ calculée en tenant compte du facteur de dilution. Le
rendement d’extraction a été obtenu en rapportant la quantité totale d' ADN récupérée au volume

initial de sang total utilisé.

La pureté de I'ADN a été appréciée a partir du rapport des absorbances mesurées a 260 et 280
nm (DO260 /DO280. Un rapport compris entre 1,8 et 2,0 est généralement considéré comme
satisfaisant. Une valeur inférieure a 1,8 peut révéler la présence de protéines ou d’autres
contaminants absorbant a 280 nm, tandis qu’une valeur supérieure a 2,0 peut notamment

indiquer une contamination par de I'ARN.

3.6.4 Génotypage des génes GSTM1 et GSTTI par la PCR multiplex

Le génotypage a été effectué selon le protocole décrit par Kassogué¢ et Voso (31,32).
L’identification des polymorphismes des genes GSTMI et GSTTI a été réalisée par PCR
multiplexe, en utilisant le géne BCL2 comme contrdle interne. La présence de BCL2 combinée
a l'absence des genes GSTT1 ou GSTM1 indique une double délétion des deux genes concernés.

Les amorces et la taille des produits PCR, ou amplicons sont indiquées dans le tableau V.
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Tableau V : Amorces utilisées pour le génotypage des génes GSTM1 et GSTT1 (31,32).

Génes Amorces Taille d’amplicons (bp)
GSTTI | F: 5 -GTTCCTTACTGAGTCCTCACATCTC-3' 480
R 5-CTCACCGGAATCGATGGCCAGCA-3'
GSTM1 | F : 5-GAACTCCCTGAAAAAAGCTAAAGC-3’ 219
R: 5-GGTTGGGCTCAAAATATACGGTGG-3'
BCL2 | F:5-GCAATTCCGCAATTTAATTCATGG-3' 154
R :5-GGAAACAGGCCAACGTAAAGCAAC-3'
F : Forward ; R : Reverse

3.6.4.1 Principe de la PCR multiplexe
La PCR multiplexe est une méthode de biologie moléculaire qui permet d'amplifier

simultanément plusieurs séquences d'ADN dans une méme réaction. Elle repose sur 1’utilisation
de plusieurs couples d’amorces spécifiques (d'oligonucléotides de synthése), généralement
constituée de 20 a 25 nucléotides, et d’'une ADN polymérase thermostable, telle que Tag
polymérase, initialement de la bactérie Thermus aquaticus. A partir d’une faible quantité
d’ADN, cette méthode produit un grand nombre de copies de différents fragments génétiques
au cours de cycles successifs de dénaturation, d’hybridation des amorces et d’élongation.
Lorsqu’un ARN constitue la cible initiale, celui-ci doit préalablement étre converti en ADN

complémentaire par transcription inverse.

3.6.4.2 Préparation du mélange réactionnel de PCR

L’amplification par PCR a été effectuée dans un volume final de 25 pl. Le mélange réactionnel

composait :

100 ng d'ADN génomique ;

- du tampon PCR Invitrogen concentré 10X, utilisé a une concentration finale de 1X ;
- 1,5 mM de MgCl2 ;

- 0,2 mM de chaque désoxyribonucléotide triphosphate (ANTP) ;

10 pmol de chaque amorce ;

- 0,5 U de Taq polymérase Invitrogen ;

Le volume final a été ajusté a 25 ul avec de 1’eau ultrapure.

3.6.4.3 Conditions d’amplification des génes GSTM1 et GSTT1

La réaction PCR a été programmée sur un thermocycleur de type PTC-200, Peltier Thermal

Cycler. Le tableau ci-dessous décrit les conditions d’amplification.
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Tableau VI : Conditions d’amplification des génes GSTM1 et GSTTI.

Nombre de cycle Température Temps
1 cycle 94° C 5 min
35 cycles 94° C 1 min
61°C Imin
72°C Imin
1 cycle 72° C 7 min
4° C 00

3.6.5 Révélation sur gel d’agarose

Les produits amplifiés ont été déposés sur un gel d’agarose a 2,5 %, puis soumis a un champ
électrique (€lectrophorese) de 100 volts pendant 45 min. Aprés coloration au bromure
d’éthidium (un agent intercalant d’ADN), les bandes obtenues ont été visualisées sous lumiére

ultraviolette (UV) sur un transilluminateur.

3.6.6 Interprétation des profils génotypiques

Les profils génotypiques ont été déterminés selon la taille des fragments amplifiés. Une bande
de 219 pb indiquait la présence du géne GSTM 1, tandis qu'une bande de 480 pb correspondait
au gene GSTTI1 (Figure 2). Le géne BCL2, utilis€ comme contrdle interne était identifi¢ par un
fragment de 154 pb. L’absence de la bande spécifique de GSTM I ou de GSTT! traduisait une

délétion homozygote du géne concerné, correspondant & un génotype nul.

GSTT1-présent
GSTM 1-présent
BCL2

Puits 1 et 10 : marqueur de taille moléculaire de 100 pb, puits 2 et 9 : GSTM1 présent/GSTTI absent
ou nul, puits 3 et 7 : GSTM1 nul/GSTTI nul, puits 4 et 5 : GSTM1 présent/GSTTI présent, puits 6 et 8 :
GSTM1 nul/GSTT]I présent.

Figure 2 : Gel d’électrophorése sur agarose a 2,5 % montrant les différents profils génotypiques des
genes GSTM1 et GSTT1 (34).
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3.7 Saisie et analyse des données

Nos données, collectées sur des feuilles de paillasses, ont été saisies dans le logiciel Microsoft
Excel 2020. Les fréquences génotypiques des différents génes ont ensuite été analysées a I’aide
de logiciel RStudio, version 2026.01.1+403. Le traitement des textes et la mise en forme ont

été effectués avec le logiciel Microsoft Word 2020.

3.8 Considérations éthiques

Le protocole de cette étude a été approuvé par le Comité d'Ethique de la Faculté de Médecine
et d'Odontostomatologie/Facult¢ de Pharmacie de Bamako, conformément a la lettre
d'approbation n°2024/37/CE/USTTB. Avant leur inclusion, toutes les participantes ont regu des
informations détaillées sur les objectifs et déroulement de I'¢tude. Elles ont également été
informées des mesures prises pour garantir la confidentialité de leurs renseignements
personnels. Les données sensibles ont été dépersonnalisées et leur accés limité aux chercheurs

principaux. Elles ont été stockées sur des ordinateurs sécurisés par un mot de passe.
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4 Reésultats

4.1 Etude des caractéristiques socio-démographiques et cliniques.

4.1.1 Répartition selon I'4ge au moment du diagnostic.
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Figure 3 : Répartition des participantes selon l'dge au moment du diagnostic (en année).

L’analyse de 1’age a révélé que 1’age des participantes au moment du diagnostic variait de 15 a

76 ans, avec une Moyenne de 45,86 £+ 13.29 ans.

4.1.2 Répartition selon le statut matrimonial.
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Figure 4 : Répartition des participantes selon le statut matrimonial.
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L’analyse du statut matrimonial des participantes montre que les femmes mariées étaient
majoritaires, représentant 73,8 % de I’échantillon (n = 110). Les veuves arrivaient en deuxiéme

position, avec une proportion de 13,4 % (n = 20).

4.1.3 Répartition selon leur origine ethnique.
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Figure 5 : Répartition des participantes selon leur origine ethnique.

L’¢étude de DI’ethnicité a révélé que les bamabara constituaient la classe ethnique la plus
représentée dans notre échantillon, avec 24,8 % des participantes. Ils étaient suivis des malinké
(16,8 %) et des Peuhl (16,1 %). Les autres groupes ethniques, notamment bwa, les dogon, les

minianka, les senoufo, les djawando, étaient moins représentés.
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4.1.4 Répartition selon les antécédents de troubles menstruels.

oui

non

0 20 40 60 80 100

Figure 6 : Répartition des participantes selon leurs antécédents de troubles menstruels.
Les participantes ayant rapporté des antécédents de troubles du cycle menstruel représentaient
une minorité de 1’échantillon, soit 20,1 % (n = 30). En revanche, 79,9 % (n = 119) n’avaient

signalé aucun antécédent de trouble menstruel.

4.1.5 Répartition selon la parité

Tableau VII: Répartition des participantes selon la parité.

Parité Nombre Fréquence (%)
Multipare 111 74,5
Nullipare 21 14,1
Primipare 17 11,4
Total 149 100

Parité (nombre d’enfant) : Nullipare = 0, Primipare = 1, Multipare = >2

Dans notre étude, les multipares étaient majoritaires, représentant 74,5 % des participantes (n = 111).

Les nullipares constituaient 14,1 % de 1’échantillon (n = 21), contre 11,4 % pour les primipares (n = 17).
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4.1.6 Répartition selon la localisation de la tumeur.

Bilatéral : 5%

Sein droit : 41%
Sein gauche : 54%

Figure 7 : Répartition des participantes selon la localisation du cancer du sein.

Le cancer touchait principalement le sein gauche, qui représentait 54 % des cas (n = 80). Une

atteinte bilatérale a également été observée chez 5 % participantes (n = 7).

4.1.7 Répartition selon le grade Scarff, Bloom et Richardson (SBR)
Tableau VIII : Répartition selon le grade SBR.

Grade SBR Nombre Fréquence (%)
Gradel 5 39
Grade I1 104 80,6
Grade II1 20 15,5
Total 129 100

Données manquantes = 20

Dans la présente étude, le grade SBR était manquant dans le dossier de 20 participantes. Les
patientes atteintes d'un cancer du sein de grade II représentaient la majorité des cas avec 80,6

%, loin devant les grades III (15,5 %) et I (3,9 %).
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4.2 Etude de la distribution génotypique des génes GSTMI et GSTTI dans la

population d’étude.

100 61,7%

80

38,3%
60 ’

40 23,5%

0

GSTM1 GSTTI

W Nul ™ Présent

Figure 8 : Distribution des génotypes des genes GSTM1 et GSTT]I.

Dans notre étude, le génotype nul correspondant a I’absence d’activité du gene, a été observé
chez 23,5 % des participantes (n = 35) pour GSTMIet chez 38,3 % (n = 57) pour GSTTI. A
I’inverse, le génotype fonctionnel (présent), caractérisé par la présence du gene, concernait 76,5
% des participantes pour GSTM1 et 61,7 % pour GSTTI. Ainsi, le génotype nul était plus
fréquent pour GSTT! que pour GSTM1.
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5 Commentaires et discussion

5.1 Caractéristiques sociodémographiques et cliniques.

5.1.1 L’age moyen de diagnostic.

L’age est un facteur de risque non-modifiable bien définit dans I’apparition du cancer du sein.
La carcinogenése du sein est un processus long et complexe s’étendant sur plusieurs années,
marquée surtout par une exposition prolongée a d’autres facteurs comme les hormones ou les
facteurs environnementaux. Dans cette étude, nos participantes avaient un age compris entre 15
et 76 ans au moment du diagnostic, avec une moyenne de 45,86 + 13.29 ans. Ce résultat est
comparable a celui rapporté par Kiendrebeogo et al. au Burkina Faso en 2019, qui ont trouvé
une moyenne de 48,20 = 12,40 ans (5), ainsi que par Hashemi et al. en Iran en 2012, avec une
moyenne de 47,9 + 13,3 ans (17), et par Diakité et a/. au Mali en 2023, qui ont rapporté un age
moyen de 43,30 + 2,1 ans (52).

5.1.2 L’ethnie

Dans cette ¢tude, la majorité des participantes appartenaient a 1’ethnie bambara, représentant
24,8 % de I’échantillon, suivie par les malinkés et les peuhls. Ce constat est également observé
dans une étude médicale sur le cancer du sein au Mali en 2024 (53). Cependant, il convient de
noter que les bambaras constituent une part importante de la population malienne, comme

l'indiquent les derniers rapports sur les études démographiques au Mali (54).

5.1.3 L’antécédent de trouble de la menstruation

La menstruation est un phénomeéne hormonal correspondant au début du cycle ovarien chez la
femme nécessaire pour la procréation. Une stabilité hormonale est nécessaire pour le
développement normal des tissus mammaires. Plusieurs études ont décrit le role des hormones
ovariennes dans la carcinogenése du tissu mammaire (55,56). Dans la présente étude, les
participantes qui avaient un antécédent de trouble du cycle menstruel étaient minoritaires avec
moins de 21 % (N = 30) des cas contre 79,9 % (N = 119) des participantes sans notion de trouble

de la menstruation.

5.1.4 La parité
La grossesse est un phénomene qui entraine une fluctuation hormonale excessive chez la
femme, la premicre grossesse déclenche un processus de maturation des glandes mammaires,

procurant ainsi un effet protecteur. En revanche, 1’absence de grossesse chez la femme
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nullipares ou son apparition tardive chez les primipares agées, entraine un risque accru de
cancer du sein (57). Dans notre étude, les multipares étaient majoritairement représentées. Ce
résultat corrobore celui d’Aguiar et al en 2012 (6) ainsi que celui de Ranaivomanana et a/ en
2021 (58). En revanche, il differe des conclusions de Diakité et al. en 2023, qui ont observé une
fréquence plus ¢élevée de cancer du sein chez les nullipares (52). Cette disparité pourrait

s’expliquer par la taille des échantillons et par d’autres facteurs d’exposition.

5.1.5 Le grade SBR du cancer du sein

Le grade SBR est un systeéme qui permet de déterminer I’agressivité du cancer du sein ; il aide
a planifier une stratégie thérapeutique, mais aussi d’estimer le prognostique du cancer.
L’agressivité d’un cancer est un phénomene fortement corrélé a I’instabilité génomique au cours
de la carcinogenese. Des études récentes supposent que des genes non impliqués au maintien
de I’intégrité du génome seraient associés a des instabilités génomiques dans certains cancers
(59). Dans la présente étude, le grade SBR était manquant dans le dossier de 20 participantes.
De ce fait, les patientes atteintes d'un cancer du sein de grade II représentaient la majorité des

cas avec 80,6 %, loin devant les grades III (15,5 %) et I (3,9 %).

5.2 Fréquence génotypique des genes GSTM1 et GSTTI.
Les génotypes nuls des génes GSTM1 et GSTTI résultent d’une délétion totale de ces genes,

leur absence peut exposer un individu a des composés potentiellement toxiques, ce qui pourrait
favoriser le développement de cancers (26). Notre étude a révéler que la fréquence du génotype
nul du GSTM1 était de 23,5 %, un taux inférieur a celui rapporté par Kiendrebeogo et al,
Hashemi et a/ ainsi qu’Eitan et a/, qui ont respectivement observé des fréquences de 28,75 %
(5), 64,2 % (17) et 72,2 % (19). Cependant, la fréquence du génotype nul du géne GSTT1 était
38,3%, un résultat considérablement plus €levé que celui de Kiendrebeogo et a/ qui avaient
trouvé 30 % (5). Hashemi et a/ ont rapporté un chiffre inférieur, soit 13,4 % (17). Ces variations
peuvent s’expliquer par la taille des échantillons, par le patrimoine génétique, mais également

par les risques environnementaux des différentes populations.

5.3 Les forces de I’étude

Le respect des principes éthiques et moraux a €été garanti et approuvé par un comité d’éthique

avant d’entamer cette étude.

Notre travail est une innovation dans la recherche biomédicale au Mali, compte tenu de
I’augmentation de I’incidence du cancer du sein au Mali, elle servira de ressources aux futures

études moléculaires sur ce cancer.
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La cancérologie est un domaine en plein essor au Mali, malgré les infrastructures de prise en
charge limitées, le recrutement des participantes de cette étude s’est effectué dans plusieurs
centres de prise en charge des maladies oncologiques au Mali, assurant ainsi un échantillonnage

plus inclusif.

5.4 Les limites de I’étude

Dans la présente étude, nous étions confrontés a quelques contraintes qui peuvent étre décrites
comme des limites. Le Mali est un pays en pleine expansion dans le domaine biomédical, mais
la numérisation des données socio-démographiques et cliniques reste un véritable défi ; cela a
¢été¢ une réelle difficulté dans 1’obtention de données médicales détaillées et précises pouvant

entrainer des biais d’information.

Le géne GSTTI posséde une modalité allélique qui est responsable de 1’inactivation de la
protéine GSTT1 (GSTTI*B *). De ce fait, la méthode de biologie moléculaire basée sur la

simple détection du géne reste une limite importante de 1’étude.

Notre travail est une étude pilote dans laquelle la taille n’est pas totalement représentative, par

conséquent la taille de notre échantillon a constitué une des principales limites.

5.5 Les perspectives
Nous souhaitons explorer 1’association de certains paramétres comme les polymorphismes des
genes GSTM1 et GSTTI dans I’apparition et la détermination des profils cliniques du cancer du

sein a partir d’étude analytique avec un échantillonnage beaucoup plus exhaustif.
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6 Conclusion et recommandations

En résumé, cette étude descriptive nous a permis de dresser un portrait précis des
caractéristiques spécifiques observées au sein de la population d’étude, mettant en lumiére les

variations cliniques et biologiques notables.

Nous espérons que nos résultats serviront de base pour de futures études biomédicales en
rapport avec diverses maladies humaines. Cette recherche pourrait non seulement contribuer a
une meilleure compréhension de la genése de maladies telles que les cancers, mais aussi a
I'avancement de la pharmacogénétique, en mettant en lumicre le role des génes GSTMI et

GSTTI dans la chimiorésistance.

A l'issue de notre étude, afin d'approfondir notre compréhension dans la genése du cancer du
sein et ainsi de proposer de meilleurs moyens de prise en charge, nous souhaitons formuler

quelques recommandations :

» Aux autorités politiques
v" Assurer le financement des projets de recherche génétique concernant le cancer du sein

au Mali,

v" Doter les structures sanitaires maliennes de moyens de prévention, de diagnostic

précoce et de prise en charge adéquate du cancer du sein,

v Encourager la formation continue des professionnels de santé dans les domaines de la
prévention, du diagnostic précoce et du traitement du cancer du sein.
> A lintention des chercheurs

v Renforcer la puissance statistique des études en élargissant les populations d'étude,

v Poursuivre les investigations génétiques sur le cancer du sein pour contribuer a la lutte
contre les pathologies malignes au Mali,
v" Accroitre les connaissances sur les différentes molécules impliquées dans le

métabolisme des substances carcinogenes.

A\

A Padresse des autres professionnels de santé
v' Se perfectionner dans les techniques de prévention, de dépistage précoce et de

traitement du cancer du sein,

v" Proposer le dépistage du cancer du sein aux patientes venues en consultations.
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> Aux femmes

v’ S'engager dans la participation aux études de recherche sur le cancer du sein au Mali,

v' Pratiquer réguliérement 1’auto palpation des seins pour contribuer au dépistage précoce,

v’ Sensibiliser leur entourage pour encourager des comportements favorables a la santé.
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ANNEXES



PROTOCOLE D’ETUDE

POURQUOI CETTE ETUDE EST REALISE ?

L'étude pharmacogénétique du cancer du sein est réalisée dans le but de comprendre comment
les varations génétiques individuelles peuvent influencer la réponse d'une personne au
traitement anticancéreux, en particulier au tamoxiféne, qui est couramment utilisé dans le
traitement du cancer du sein. Cette ¢tude nous permettra : a) identifier les variations génétiques
qui peuvent predire la réponse d'un patient 8 un meédicament particulier, permettant amnsi une
approche de traitement plus personnalisée ; b) évaluer comment les génes individuels
influencent la probabilité d'effets secondaires ou de réactions indésirables aux médicaments
anticancéreux, ce qui peut aider a anticiper et a gérer ces effets ; ¢) comprendre comment les
vanations génétiques peuvent affecter l'efficacité dun médicament, contribuant ansi a
l'optimisation du traitement et a 'amélioration des résultats pour les patients ; d) découvrir des
biomarqueurs moléculaires associés a la réponse au traitement, facilitant ainsi le diagnostic
précoce, la prédiction de la progression de la maladie et I'évaluation du pronostic et ¢) fournir
des informations permettant aux professionnels de la santé de prendre des décisions eclairées
sur le choix des médicaments et des doses en fonction du profil génétique spécifique du patient,
En résume, I'étude pharmacogénétique du cancer du semn vise a intégrer des informations
génétiques pour améliorer la précision des traitements, réduire les effets indésirables, et
potentiellement améliorer les résultats thérapeutiques pour les patients atteints de cancer du

sein.

QUI PEUT PARTICIPER A CETTE ETUDE ?

Au total. 244 participantes volontaires saines et 244 patientes atteintes de cancer du sein

seront enroles dans cette étude pendant un an, Vous étes éhigible a participer a I'étude si vous ;

o FEtes apparemment sain(e).

e Fites atteint(e) de cancer du sein.

o Etes sous le traitement au tamoxiféne et dérivés.

e [Ftes prét(e) a donner votre consentement ou un assentiment pour les cas d'ige extréme ou de
troubles cognitifs en signant ce formulaire.

e Ftes disposé(e) a donner du sang.

o Etes disposé(e) a autoriser l'utilisation des tissus de biopsie.



o Ftes disposé(e) & accepter que nous conservions vos échantillons pour des recherches
futures si nécessaire.

Vous n’étes pas ehigible, si vous :

o Avez des maladies autres que les cancers du sein

¢ Présentez un probléme médical connu ou toute autre circonstance qui, selon lavis des
médecins de I'étude, pourrait rendre votre participation difficile ou néfaste pour voire
santé.

St vous acceptez de participer 4 cette étude en signant ce formulaire de consentement, nous

vous poserons des questions sur vos informations démographiques et votre santé. Ces

questions incluront le sexe, l'age, les antécédents de toute maladie actuelle ou passée, les

maladies familiales connues, etc. Vous ne subirez pas un examen physique a la recherche de

signes de maladies.

QUE DOIS-JE FAIRE S| JE SUIS VOLONTAIRE POUR CETTE ETUDE ?

Si vous étes un participant, nous vous demanderons de faire un don d'échantillons de sang
pour un volume de S cc de seringue. Nous esperons que cette visite durera 10 mn a 30 mn. La
biopsie des tissus cancéreux est systématique pour tout diagnostic de cancers. Cette biopsie

sur lame est récupérée au niveau du service d'anatomie pathologie.

QUELS SONT LES RISQUES DE CETTE ETUDE ?

En tant que participant, nous vous solliciterons pour un don d’échantillons sanguins d'un
volume de 5 cc a I'aide d'une seringue. Nous anticipons que cette visite durera entre 10 et 30
minutes. La biopsie des tissus cancéreux est systématique pour tout diagnostic de cancers et
sera effectuée au service d'anatomie pathologique. En cas d'effets indésirables. vous serez
dirigé vers un médecin pour une prise en charge appropri¢e. L'équipe de recherche de cette

étude ne fournira pas de soins a court ou a long terme.
Y A-T-IL DES AVANTAGES POUR PARTICIPER A CETTE ETUDE ?

Cette étude a un objectif purement scientifique et ne procure pas de bénefices directs pour les
participants. Son but est de fournir des informations sur Ja maniére dont votre génétique peut
influencer la réponse aux traitements, permettant ainsi une approche plus personnalisée et

efficace, Bien que les résultats ne soient généralement pas directement communiqués dans le



cadre d'études, vous pourriez avoir la possibilité d'accéder a des informations personnalisées
avec des conseils génétiques. De plus, votre participation contribuera a l'avancement des
connaissances dans le domaine de la pharmacogénétique, ouvrant la voie a de nouvelles
découvertes et 4 des traitements plus efficaces., ce qui pourrait également conduire i des
avanceées dans la détection précoce du cancer du sein, améliorant ainsi les options de

traitement,

NOUVELLES DECOUVERTES

Toute nouvelle information scientifique susceptible d'affecter votre participation a cette étude

de recherche sera discutée avec vous par les co-investigateurs de I'étude.

ALTERNATIVES

Vous avez le choix de ne pas participer a cette étude, et cela n'aura aucune incidence sur votre
prise en charge normale. Votre consultation médicale et les actes médicaux ne sont pas

conditionnés par votre participation a cette étude.
ALLEZ POUR LE TEST DE GENOTYPAGE

Dans le cadre de cette étude, vous serez soumis a un test de dépistage des mutations
génétiques associées au cancer du sein. Vous serez également testé pour les facteurs
influengant l'expression génique sans modifier la séquence de I'ADN. L'équipe de recherche
vous expliquera l'interprétation des résultats et vous foumnira des conseils sur la prévention
des risques.

Conformément a la loi, vos informations ne seront pas divulguées a des tiers. Cependant,
certaines lois nationales pourraient exiger que nous communiquions vos informations
meédicales a des autorités habilitées, principalement dans le cadre de programmes de
prévention, de traitement ou de litiges juridiques. Le personnel de I'étude ne peut garantir
l'utilisation qui sera faite de ces mformations par ces autontés. Toutes les données de l'étude,
y compris les votres, seront strictement confidentielles et resteront sous le controle de
I'Université de Bamako (USTTB), stockées dans des fichiers électroniques sécurisés et a

acces limité, uniquement accessible au personnel de l'étude.

Si vous avez des questions concernant le test de génotypage ou les informations fourntes dans
ce formulaire de consentement, nous vous encourageons a en discuter avec votre meédecin ou

I'un des chercheurs/médecins de cette étude.



ECHANTILLONS POUR LES TESTS GENETIQUES ET EPIGENETIQUES

Les génes de chacun d'entre nous présentent des variations subtiles. Les tests génétiques offrent
des informations cruciales sur notre santé en nous éclairant sur la maniére dont la composition
génétique de chaque individu peut influencer sa susceptibilité aux maladies et la réponse aux
traitements, Par exemple, bien que des progrés aient ét¢ réalisés dans le diagnostic clinique,
biologique et le traitement du cancer du sein, certains patients souffrent d'effets secondaires
menagant leur vie ou présentent une réponse inadéquate au traitement. La composition
géneétique individuelle a été démontrée comme jouant un role important dans la variabilité
mterindividuelle des réponses aux meédicaments, La distribution des geénes d'intérét
phammacogénétique varie considérablement d'une population a l'autre. Ainsi, l'identification des
différents alléles, génotypes et haplotypes des génes CYP2D6, GST dans la population
malienne pourrait étre utile pour une administration du Tamoxiféne basée sur des données
probantes. Les variations geénétiques dans ces génes peuvent enfrainer une activilté enzymatique
accrue ("metaboliseur ultrarapide”), diminuée ("métaboliseur intermédiaire”) ou absente
("métaboliseur pauvre”). Les individus qui sont des métaboliseurs intermédiaires ou pauvres
peuvent avoir des concentrations plasmatiques réduites d'endoxiféne et bénéficier moins de la
thérapie au tamoxifene,

En étudiant donc vos génes, les chercheurs peuvent apprendre davantage sur la capacité des
personnes a lutter contre une maladie. Au cours de cette étude, nous étudierons des génes qui

pourraient vous rendre plus ou moins susceptibles au cancer du sein.

STOCKAGES DES ECHANTILLONS

Votre échantillon sera conservé pour de possibles futures recherches scientifiques. Les
échantitlons seront étiquetés avec un code accessible uniquement a l'équipe de I'étude et non a
des personnes étrangéres a celle-ci, Toute information permettant de retracer vos échantillons
a votre nom sera maintenue confidentielle et hautement sécurisée dans les limites prévues par
la loi, Vos échantillons nous aideront a mieux comprendre la distribution des polymorphismes
génétiques dans la population malienne. Ils peuvent également étre utilisés pour d'autres tests a
l'avenir. Vos résultats peuvent étre consultés par votre médecin pour vos futurs soins medicaux.
Vous pouvez demander a un généticien de notre équipe de discuter des résultats de vos tests
avee vous une fois disponibles. Vos résultats de tests ne seront pas partagés avee votre médecin
privé sauf si cela est pertinent pour vos soins meédicaux, et ce, uniquement st vous nous le
demandez.



En acceptant de participer a cette étude, vous ne renoncez ni ne perdez avcun de vos droits
concernant l'accés et la divulgation de vos informations médicales. Pour de plus amples
informations sur ces droits, veuillez contacter les médecins principaux de I'étude (voir leurs

coordonnées ci-dessous).

LES ETUDES FUTURES

Dans le futur, les chercheurs de cette étude ou d'autres chercheurs au Mali, aux Etats-Unis ou
ailleurs pourront demander a effectuer d'autres analyses avee vos échantillons stockés et/ou les
données recueillies an cours de cette étude. L'équipe de cette étude pourra leur envoyer vos
echantillons, ainsi que l'étiquette codée sans votre nom. L'eéquipe de cette etude peut egalement
partager des informations telles que votre sexe, votre dge, votre historique de santé, vofre
appartenance ethnique. ou toute information médicale, toujours sans votre nom. Dans certains
cas, un comité d'éthique (CE) examinera ces nouvelles recherches qui utilisent vos échantillons
ou données pour approbation/rejet. Le CE est un comité qui supervise les études de recherche
medicale et s'assure que les droits et le bien-étre des participants soient protéges. Les chercheurs
de I'étude n'utiliseront vos échantillons que pour la recherche et ne peuvent pas les vendre. Les
recherches futures qui utilisent vos échantillons peuvent aboutir a de nouveaux produits, mais
Vous ne recevrez aucun paiement pour ces produits. Si vous avez des questions concernant les
informations incluses dans ce formulaire de consentement, vous étes encouragé a en discuter
avec votre médecin de soins primaires ou l'un des chercheurs de I'é¢tude. Le CE. le personnel de
I'étude et/ou des moniteurs d'eétude et leurs personnes désignées peuvent accéder a vos
documents. Dans les limites prévues par la loi, des efforts seront faits pour garder vos
informations personnelles confidentielles. La publication des données de cette etude n'utilisera

pas votre nom et ne vous identifiera pas personnellement.
COMPENSATION

Si vous participez a cetie étude, vous ne serez pas rémunéré, mais VOUS recevrez une
compensation de 5000 FCFA (S10) pour votre temps.

AVEZ-VOUS DES QUESTIONS CONCERNANT VOTRE PARTICIPATION A
L'ETUDE ?
Si vous avez des questions, veuillez discuter avec le personnel de I'étude dés maintenant. Pour

toute question ultérieure, n'hésitez pas a en discuter avec un membre du personnel de I'étude ou

I'un des co-investigateurs énumeres ci-dessous :



Mali

1. Dr Bréhima Diakité, FMOS/USTTB, Point-G, Bamako, Mali; Téléphone: (223) 67 16 01 16;
Email: br.diakite@yahoo.{r

2. Pr Cheick Bougadari Traoré, FMOS/USTTB, Point-G, Bamako, Mali; Téléphone: (223) 66
73 63 23; Fax: (223) 20 22 97 90; Email: cheickbtraore@yvahoo.fr

USA

3. Dr Mamoudou Maiga de 1'Université Northwestern, Chicago, [llinois, USA; Téléphone:
(001} 847-467-2560; Email: Mamoudou. maiga@nothwestem.edu

Le Comité d'Ethique (CE) évalue et supervise les études de recherche impliquant des
participants. Il a pour mission de protéger les droits et le bien-étre des personnes participant a
ces études. Si vous avez des questions concernant vos droits en tant que participant ou si vous
estimez ne pas avoir été traité correctement par l'équipe de recherche, vous pouvez contacter le
CE. De plus, le CE est a votre disposition pour toute autre question, préoccupation ou plainte

liée a cette recherche. Voict leurs coordonnées :

1. Pr Saibou Maiga, (Bamako, Mali), président du comité d’éthique de I'USTTB; cellulaire;
(223) 79331853; Email : smaiga@datatech.net.ml

2. Pr Mahamadou DIAKITE, Secretaire Principal du CE de 1'USTTB, BP: 1805
3. Le bureau du Comité Institutionnel d'éthique de I'Université de Northwestern;

Téléphone: (001) 312-503-9338, Fax: (001) 312-503-0555, Email: irb@northwestern.edu



Fiche d’exploitation

Nom et Prénom : .....ooneee e N° de
dossier :...... [oviiii... [oveiiii...
Statut familial oo

Cancer de sein : L] Sein droit [] Sein gauche L] Bilatéral

] Avec cancer de 1’ovaire [ sans cancer de
I’ovaire

FACTEURS HORMONAUX

1.Menstruation :

Age des premiéres menstruations : <12 [] >12ans

> Troubles de menstruation et causes (irrégularité,
abondance... ) ......ooiiiiiiiiiii,
2.Contraceptifs oraux :

> Administration des contraceptifs oraux : [ Oui 1 Non

> Age de début d’administration des contraceptif oraux : ......... Ans
> Période d’administration :

[] Avant la premiére grossesse menée a terme [ Aprés la premiére grossesse menée a
terme

[ Contraceptif oral oestro-progestatif : O Normodos¢ O Minidosé O Fortement
dosé

[] Contraceptif oral progestatif : O Microdosé O Macrodosé
> Durée d’administration @............coeveiiiiiiiiniinnn... Mois

> Arrét d’administration des contraceptifs oraux : L] Oui [] Non
> Si oui, depuis combien de temps : [1<10ans [1>10 ans

3.Ménopause :

> Statut de la ménopause : [] Pré-ménopause ] Post-ménopause L1 Péri-
ménopause



Age de la ménopause : .......... ans (O<55ans 0O >55ans)
> Type de ménopause :

[1 Ménopause naturelle.

[1 Arrét des menstruations durant I’année du diagnostic.

1 Arrét des menstruations suite a une ovariectomie bilatérale.
[1 Arrét des menstruation suites a une irradiation des ovaires.
L] Hystérectomie sans ovariectomie bilatérale.

1  Arrét des menstruations suite a une chimiothérapie

4. Traitement hormonal Substitutif (THS) :

> Sous THS : L1 Oui [1 Non
> Type de THS : [] Progestérones seules [ (Estrogénes seules
[1 Progestérone + (Estrogénes [
Autres @i

FACTEURS LIES A LA REPRODUCTION
1. Parité: L] Nullipare [] Multipare

3.Age de la premicre grossesse menée a terme : ......... ans [1<30ans [1>30ans
4.Probléme de fertilité : L Oui [] Non
Si oui, [] Traitement hormonal ( Inducteurs d’ovulation: Citrate de clomiféne;

gonadotrophines..)

Date de la derniére stimulation :

5. Allaitement : ] Oui [J Non

Si oui, durée d’allaitement :............ ans

7.Avortements : 1 Oui [1 Non

Si oui, [1 Age de l’avortement :..................... ans [0 Nombre
d’avortements :................

(] Type d’avortement : O Spontané O Provoqué

FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX



1.Exposition aux radiations ionisantes avant 1’age de 40 ans (irradiation de la poitrine) :

L] Oui [1 Non

2.Atteinte d’une maladie bénigne du sein auparavant :

LI Oui [] Non

3.0bésité apres la ménopause : [ Oui 1 Non

4.Gain de poids (plus de 20 Kg a partir de I’Age de 18ans) : [1 Oui [1 Non
5.Pratique de I’activité physique : [1 Souvent (Nombre de fois/ semaine :................. )

[] Parfois L] Jamais
6.Consommation du tabac: [ Jamais ; [] Ancienne fumeuse : (Nombre de
cigarette/jour : ...... );

O Durée d’arrét :....... ans
] Fumeuse actuelle:( Nombre de cigarette /jour ......... ) [ITabagisme passif
7.Consommation d’alcool : [ Oui (Nombre de boisson /jour) [] Non
8. Antécédents familiaux de cancer du sein : [1 Oui L] Non
9.Antécédents familiaux d’autre cancer : L] Oui [1 Non
10.Antécédent personnel de cancer du sein : [ Oui ] Non

11.Alimentation : [] Riche en fruits et 1égumes ; [ Riche en viandes ; [ Riche en graisse

animale.
12.Exposition professionnelle :

[] Produits chimiques (Solvant organiques, produits chimiques  reproduisant I’effet des
cestrogénes organochlorés DDT ; PCB)

[]Agents-physiques (rayon ionisant champs électromagnétique....... )

[] Produits de beauté et de soins contenant des substances reconnues possiblement-
cancérogenes (dichlorométhane/perchloroéthyléne;formaldéhyde...... )

[] Pesticides

FACTEURS PRONOSTIQUES
Laboratoire :
1.Type histologique :

[ Carcinomes non infiltrant : O Carcinome canalaire in situ O Carcinome lobulaire in
situ
[ Carcinomes infiltrant : O Carcinome canalaire infiltrant O Carcinome lobulaire
infiltrant

O Carcinome mucineux ou colloide O Carcinome médullaire

O Carcinome tubuleux O Carcinome papillaire



O Carcinome adénoide kystique O Carcinome secrétant
juvénile

O Carcinome non spécifique du sein
0 Maladie de Paget

2 .Le grade histopronostique de Scarff Bloom et Richardson (SBR)

L] Grade I L] Grade II L] Grade III
3.Envahissement ganglionnaire axillaire :
L] NO (Absence) L] N1 (Atteinte axillaire homolatérale

mobile)

[1 N2 (Atteinte axillaire homolatérale fixée) [1 N3 (Atteinte interne homolatérale)

4 .Taille de la tumeur primitive : [1 T1 (<2 cm) 1 T2 (2-4 cm)
L1 T3(> 4 cm) [] T4 (Extension aux structures

adjacentes)
5.Les récepteurs hormonaux : L1 RP+ 1 RP™

[J RE+ LI RE
6.Statut Her2: ] Her2- ] Her2+ ] Her2++ L] Her2+++
7.Classification moléculaire : [] Luminal A (] Luminal B

[] HER2 Triple négatif

8.Métastase : [1 MO (Absence métastase) [1 M1 (Présence métastase)
9.Traitement anticancéreux :

O AC60,

U EC,

OFAC 50,
OFEC 100,
ODocetaxel 100,
OTaxol Hebdo,
OXeloda,
Onavelbine,
Ogemzar -carbo,
Ogemzar-Cisplatine,
OGEMOX,
OHerceptine,
OTamoxifene,

Autres



SUIVI A 3 MOIS
1.Taille de la tumeur : [] TI1 (<2 cm) ] T2 (2-4 cm)

L] T3(> 4 cm) [1 T4 (Extension aux structures
adjacentes)

2.Métastase : [] MO (Absence métastase) [1 M1 (Présence métastase)
3. Traitements
Traitement a

Effets secondaires du traitement :
[0 Vomissement

OO Nausée

O Perte d’appétit

O Aphtes buccaux

Autres

SUIVI A 6 MOIS
1.Taille de la tumeur : [] T1 (<2 cm) ] T2 (2-4 cm)

L1 T3(>4 cm) [] T4 (Extension aux structures
adjacentes)

2.Métastase : [ MO (Absence métastase) [1 M1 (Présence métastase)
3.Traitements
Traitement a

Effets secondaires du traitement :
O Vomissement

O Nausée

O Perte d’appétit

O Aphtes buccaux



SUIVI A 12 MOIS
1.Taille de la tumeur : [IT1 (<2 cm) L] T2 (2-4 cm)

[1 T3(> 4 cm) L] T4 (Extension aux structures
adjacentes)

2.Métastase : [1 MO (Absence métastase) L1 M1 (Présence
métastase)

3. Traitements

Traitement a

Effets secondaires du traitement :
[0 Vomissement

OO Nausée

O Perte d’appétit

O Aphtes buccaux



Consentement éclairé pour la participation

Apres avoir recu des explications détaillées sur le projet de recherche envisagé par le
D Et ayant toutes les réponses a mes questions sur la
présente €tude, J& .......oiviiiiiiiiii , soussigné, donne mon consentement et participe
a ce projet de recherche qui comporte des études génétiques.

En signant ce document, j’atteste avoir pleine connaissance et compréhension de ce qui suit :
Le projet dont je suis invité a participer s’intitule : Pharmacogénétique du traitement
hormonal du cancer du sein

Je participe a cette recherche parce que :

Sujet témoin

Malade

Ma participation exige :

Un prélévement sanguin

Un questionnaire a remplir

Ma participation est entierement volontaire :

- Je peux refuser de participer sans préjudice de la part de mon médecin traitant, ma décision
n’affectera pas sur les soins médicaux que je regois.

- Je peux me retirer de cette étude, quand je veux et je peux disposer de toute information sans
affecter les soins médicaux que j’ai le droit de recevoir.

Je ne supporterai aucun frais supplémentaire a la suite de ma participation a ce projet.

Je comprends que les informations produites a partir de ma participation a ce projet seront
tenues confidentielles.

J’ai étudié avec soins les options ci-dessus et je signe ce consentement en pleine connaissance.

connaissance.

Malade/Témoin

Age: Ans






