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I. GENERALITES 

A. Bases de la biologie moléculaire : la réplication et les mécanismes de 
fidélité de la réplication 

La réplication correspond au processus de duplication de l’ADN, qui se déroule pendant la phase S 

du cycle cellulaire.  

Il s’agit d’un processus de synthèse d’un brin d’ADN complémentaire au brin matrice via 

l’intervention d’enzymes spécifiques, les polymérases. Elle s’appuie sur un complexe protéique, le 

réplisome, constitué notamment d’une ADN primase (ARN polymérase), de deux ADN polymé-

rases réplicatives et d’une hélicase. Le rôle de cette dernière est de séparer les deux brins d’ADN 

pour permettre l’accès de l’ADN polymérase à l’ADN. FIGURE 1 

La réplication démarre par la phase d’initiation avec la synthèse par l’ADN primase d’une amorce 

(courte séquence d’ARN complémentaire au brin matrice ou fragments d’Okasaki). Il s’en suit la 

phase d’élongation, au cours de laquelle l’ADN polymérase va incorporer des désoxyribonucléo-

tides triphosphates (dNTP ou nucléotide) au néo-brin, dans un sens 5’-3’ : cela définit l’activité en-

donucléasique 5’-3’ de l’ADN polymérase. FIGURE 2 

 

Il existe plusieurs ADN polymérases chez les eucaryotes : la polymérase delta (Pol δ ou Pol-D) et 

la polymérase epsilon (Pol ε ou Pol-E), qui sont les deux ADN polymérases principales de la répli-

cation et la polymérase alpha (Pol α), qui synthétise l’amorce en début de réplication. Il existe éga-

lement la polymérase béta (Pol β), qui intervient dans la réparation de l’ADN par excision de base 

et la polymérase gamma (Pol γ), qui est spécifiquement dédiée à la réplication de l’ADN mitochon-

drial. 

Figure 1 : Schéma de la réplication de la molécule d'ADN. 
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Les ADN polymérases se différencient selon leur processivité (capacité à polymériser l'ADN sans 

se dissocier du brin matrice), leur fidélité (capacité à copier l’ADN sans induire d’erreurs) et selon 

qu’elle présente ou non une capacité de relecture et de correction (activité exonucléasique 3’-5’). 

En effet, il est possible qu’au cours de la réplication l’ADN polymérase réalise des erreurs, en in-

corporant au niveau du nouveau brin d’ADN une ou plusieurs bases non complémentaires : ces er-

reurs sont responsables de mésappariements. Les polymérases Pol-D et Pol-E possèdent une acti-

vité de relecture et sont donc capables de détecter ces erreurs d’incorporation et de les corriger 

grâce à leur activité exonucléasique 3’-5’ : elles vont exciser la base mal appariée pour réinsérer la 

base correcte et poursuivre la réplication. FIGURE 2 

Cette capacité de relecture et de correction des polymérases D et E permet de diminuer la fréquence 

des erreurs de mésappariements de 1/105 à 1/107. (1) Les erreurs qui échappent à la correction des 

ADN polymérases nécessitent l’intervention de mécanismes de réparation spécifiques, comme le 

système Mismatch Repair (MMR), que nous détaillerons par la suite.  

 

Figure 2 : Schéma des activités endonucléasique et exonucléasique de l’ADN polymérase. 
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 En plus des erreurs de mésappariements, l’ADN peut présenter des altérations par phénomènes de 

désamination, d’hydroxylation, d’alkylation ou de méthylation ou encore par la cassure de l’un ou 

de ses deux brins. Ces dégradations sont la conséquence de facteurs environnementaux physiques 

(rayons ultraviolets (UV) et rayonnements ionisants) ou chimiques (radicaux libres de l'oxygène et 

agents alkylants) et sont réparées via des mécanismes de réparation spécifiques : les altérations de 

l’ADN simple brin font intervenir la réparation par excision de base (BER) ou par excision de nu-

cléotides (NER), tandis que les cassures double-brins sont réparées par recombinaison homologue 

(RH) ou par jonction d’extrémités non homologues (JENH). FIGURE 3 

B. Le système Mismatch Repair 

1. Mécanisme d’action 

Le système mismatch repair (MMR) est un mécanisme de reconnaissance et de réparation des 

erreurs d’insertions, de délétions et des mésappariements de l’ADN. C’est un mécanisme de répara-

tion hautement conservé entre les eucaryotes et les procaryotes, qui fut initialement décrit chez 

Escherichia Coli avant d’être reconstitué in vitro. (2) Il est basé chez la bactérie sur les protéines 

« Mut », qui s’associent sous forme de complexes protéiques. Ces différents complexes protéiques 

interviennent de manière séquentielle, après identification du brin endommagé (qui se distingue du 

brin d’ADN matrice par son caractère hypométhylé).  

Le mécanisme de réparation se déroule selon les étapes suivantes : 

* La reconnaissance du mésappariement : l’identification de la séquence incorrecte s’appuie 

sur un homodimère « MutS2 », qui recrute les deux homodimères « MutL2 » et « MutH2 » 

pour former le complexe MutS/MutL/MutH. 

* L’excision du mésappariement : après translocation à l’ADN, le complexe protéique repère 

le site de méthylation le plus proche du mésappariement, codé par la séquence nucléotidique 

d(GATC). Le brin d’ADN est coupé en regard de ce site par la protéine « MutH », permet-

Figure 3 : Mécanismes de réparation de l'ADN. 
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tant l’accès à l’ADN d’une ADN exonucléase et d’une hélicase, « MutU », qui vont exciser 

le fragment d’ADN contenant le mésappariement.  

* Néosynthèse d’ADN : le trou d’excision est comblé par l’ADN polymérase avant d’être rac-

cordé au reste de l’ADN par une ligase. FIGURE 4 

 

Le système MMR est davantage décrit chez les procaryotes que chez les eucaryotes, mais il est ad-

mis que son mode d’action est identique chez l’ensemble des espèces mammifères et qu’il reste 

semblable à celui de la bactérie. Chez l’eucaryote, l’identification du brin à réparer ne se base pas 

sur la reconnaissance de sites méthylés mais sur d’autres mécanismes, que nous ne décrirons pas ici. 

La reconnaissance du mésappariement repose sur l’action d’homologues de MutS, « MutSα » (hé-

térodimère MSH2/MSH6) en cas d’insertion/délétion (indel) de petite taille et « MutSβ » (hétéro-

dimère MSH2/MSH3) en cas d’indel de grande taille. L’excision du fragment d’ADN repose sur 

Figure 4 : Représentation schématique du fonctionnement du système de réparation MMR 
(adaptée de Jiricny et al, 2013 & Li et al, 2016) 
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l’action de MutLα (hétérodimère MLH1/PMS2) et la néosynthèse de l’ADN sur l’action de la po-

lymérase delta (Pol-D). FIGURE 4 

Il n’a pas été identifié à l’heure actuelle chez l’eucaryote d’homologue de MutH.  

2. Microsatellite et instabilité microsatellitaire 

Une anomalie du fonctionnement du système MMR entraîne un défaut de réparation des mésappa-

riements et engendre une accumulation de mutations au niveau de l’ADN. Lorsqu’elles touchent des 

gènes clés du contrôle du cycle cellulaire ou de l’apoptose, ces mutations peuvent aboutir à une 

activation de la cancérogénèse. 

Les microsatellites, appelés simple sequences ou short tandem repeats, sont des séquences simples 

et courtes composées d’un motif nucléotidique « x » répété n fois. La longueur du motif varie de 1 à 

6 bases, répétées en tandem (ex : ATATATATAT). Un microsatellite est mononucléotidique lors-

que le motif est constitué d’une base, di-nucléotidique s’il est composé de deux bases etc. Le 

nombre de répétitions varie d’un individu à l’autre et au cours des générations : on parle de poly-

morphisme de taille. Ces séquences sont retrouvées partout dans le génome, en régions codantes 

mais surtout en régions non codantes et représentent environ 1,6 % du génome humain. 

 

Lors de la réplication de l’ADN, l’ADN polymérase peut ajouter ou à l’inverse, oublier des nucléo-

tides : c’est l’effet « glissement ». En raison de leurs séquences répétées, les régions microsatelli-

taires sont particulièrement sujettes aux erreurs de glissement pendant la réplication, ce qui forme 

de courtes boucles. En cas de déficience du système MMR, ces erreurs ne sont pas corrigées et sont 

transmises aux cellules des générations suivantes.  

Les conséquences sur le fonctionnement sont limitées lorsque ces erreurs touchent un microsatellite 

situé en région non codante. Cependant certains microsatellites sont localisés dans des séquences 

codantes du génome et seront transcrits sous la forme d’ARN messager (ARNm) : une modification 

de la séquence ARNm a pour conséquence la modification de la protéine traduite et s’accompagne 

très souvent d’une inactivation fonctionnelle de la protéine en question, conférant un avantage sé-

lectif à la cellule tumorale MMR-déficiente. 

 

La présence de mutations au sein des séquences microsatellitaires définit l’instabilité microsatelli-

taire et constitue un marqueur de l’inactivation du système MMR. Il s’agit d’un mécanisme 

d’oncogenèse impliqué dans plusieurs cancers mais décrit initialement dans les années 1990 dans le 

cancer colorectal (CCR). (3) Dans le CCR, il se distingue clairement du mécanisme d’instabilité 

chromosomique, défini par des altérations sur de nombreux oncogènes, gènes suppresseurs de tu-

meurs et par d’importants remaniements génétiques. Cette altération génomique a d’abord été appe-
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lée RER (Replication Error) ou MIN (Microsatellite Instability) pour être par la suite renommée 

MSI (Microsatellite Instability) lors du consensus international de Bethesda en 1997. (4)  

 

Différents termes sont appliqués pour définir le caractère fonctionnel ou non du système MMR dans 

une tumeur : tumeur RER positive ou négative (pour Replication ERror, terme qui n’est plus à utili-

ser), tumeur MSI ou MSS (pour microsatellite instability et microsatellite stability) et encore tu-

meur dMMR ou pMMR (pour deficient MMR tumor et proficient MMR tumor). Par ailleurs, il 

existe deux façons de rechercher une déficience MMR dans une tumeur : par la recherche d’une 

perte d’expression de protéines MMR en immunohistochimie (IHC) et par la recherche d’une insta-

bilité microsatellitaire dans l’ADN tumoral en biologie moléculaire. Il n’existe à l’heure actuelle 

pas de consensus quant à la terminologie à appliquer concernant le statut MMR d’une tumeur.  

 

Dans le reste du manuscrit, et en accord avec les futures recommandations françaises 1 nous utilise-

rons la terminologie suivante : 

▪ Les termes MSS et MSI pour décrire les résultats d’un test de biologie moléculaire  

▪ Les termes pMMR-IHC et dMMR-IHC pour les résultats de l’immunohistochimie (IHC) des 

protéines MMR 

▪ Les termes pMMR et dMMR pour parler du statut du système MMR d’une tumeur en général 

 

C. Modalités du diagnostic d’instabilité microsatellitaire 

La recherche d’une déficience du système MMR dans une tumeur peut s’effectuer par deux tech-

niques utilisées en routine : l’étude de l’expression des protéines MMR en immunohistochimie et la 

recherche d’une instabilité microsatellitaire dans l’ADN tumoral en biologie moléculaire. 

1. Analyse immunohistochimique des protéines du système MMR 
(MMR-IHC) 

L’étude immunohistochimique des protéines du système MMR consiste à évaluer l’expression dans 

les cellules tumorales des 4 protéines principales MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. En plus d’être 

facile d’utilisation, cette technique a donc comme principal avantage d’orienter directement vers le 

gène touché en identifiant la (ou les) protéine(s) défaillante(s).  

Ces protéines sont exprimées à l’état normal dans le noyau de nombreuses cellules de l’organisme, 

comme les entérocytes au tiers inférieur des cryptes intestinales, les lymphocytes des centres germi-

natifs ou les cellules endothéliales du stroma tumoral : leur marquage sert ainsi de témoin interne 

 
1 « Recommandations pour la recherche du statut MMR tumoral », INCa, en cours de publication 



7 
 

positif à la technique. L’inactivation des deux allèles d’un gène MMR est responsable de la perte 

d’expression de la protéine concernée dans la cellule et se traduit par une perte du marquage de la 

protéine en IHC : cette perte concerne généralement l’ensemble des cellules tumorales. 

 

Les protéines MMR agissent en hétérodimères fonctionnels, MSH6 avec MSH2 et PMS2 avec 

MLH1 avec comme partenaires obligatoires MSH2 et MLH1 et comme partenaires secondaires  

MSH6 et PMS2. Ces derniers peuvent être remplacés par des partenaires optionnels, comme MSH3 

(à la place de MSH6) et MLH3 ou PMS1 (à la place de PMS2). En conséquence, la mutation des 

gènes MLH1 ou MSH2 entraîne une dégradation protéolytique de la protéine mutée mais également 

celle de son partenaire secondaire (PMS2 ou MSH6 respectivement) : cela se traduit par une perte 

d’expression concomitante des deux protéines de l’hétérodimère. (5,6)  

Cette perte d’expression « en couple » est le profil le plus fréquent des tumeurs dMMR. En re-

vanche, une mutation des gènes PMS2 ou MSH6 n’entraine pas obligatoirement de dégradation de 

leur partenaire primaire, car ces protéines mutées peuvent être substituées par un partenaire option-

nel (MSH3, PMS1 ou MLH3, ce qui assure alors la stabilité de MLH1 ou MSH2. Il en résulte une 

perte isolée d’une seule protéine de l’hétérodimère : MSH6 ou PMS2. 

 

Le profil d’expression en immunohistochimie permet le plus souvent de distinguer deux classes de 

tumeurs correspondant aux deux phénotypes MMR : FIGURE 5 

* Le phénotype pMMR-IHC qui correspond à une expression normale des 4 protéines MMR ; 

* Le phénotype dMMR-IHC qui correspond à une expression anormale des protéines MMR et 

qui peut se traduire par :  

o Une perte d’expression conjointe des protéines MLH1 et PMS2 

o Une perte d’expression conjointe des protéines MSH2 et MSH6 

o Une perte d’expression isolée de la protéine MSH6 

o Une perte d’expression isolée de la protéine PMS2 

o Une perte d’expression complexe (beaucoup plus rare) 

 

Par ailleurs, l’expression des protéines MMR peut être parfois équivoque (douteuse ou indétermi-

née) ou non analysable (pour des problèmes pré-analytiques sur l’échantillon ou pour des problèmes 

techniques).  

L'immunohistochimie a l’avantage de pouvoir être réalisée sur des prélèvements fixés et inclus en 

paraffine, le fixateur recommandé étant le formol à 10%. C’est une technique peu coûteuse et ac-

cessible en routine dans un laboratoire d’anatomopathologie. Elle a, de plus, l’avantage de pouvoir 

être réalisée sur des échantillons de petite taille ou pauvre en cellules tumorales.  
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Figure 5 : Illustrations d'examens immunohistochimiques des protéines MMR. 
En A : un CCR au profil d’expression normal des protéines MMR (pMMR-IHC) 
En B : un CCR au profil dMMR-IHC par perte conjointe de l’expression de MLH1 et PMS2. 
En C : un CCR au profil d-MMR-IHC par perte conjointe de l’expression de MSH2 et MSH6. 
En D : un CCR au profil dMMR-IHC par perte isolée de l’expression de MSH6. 
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2. Analyse en biologie moléculaire 

 Le test MSI-PCR 

i. Aspects techniques 
L’instabilité microsatellitaire se caractérise au niveau moléculaire par une modification de la taille 

des microsatellites, qui se traduit par l’apparition de nouveaux allèles dans l’ADN tumoral par rap-

port à l’ADN germinal : cela définit un phénotype tumoral instable (MSI). 

 

On recherche l’instabilité microsatellitaire en biologie moléculaire par analyse de fragments après 

amplification en PCR de séquences microsatellitaires avec trois grandes étapes : 

1. Extraction de l’ADN tumoral à partir de cellules tumorales présentes sur un tissu fixé en 

formol et inclus en paraffine (FFPE). 

2. Amplification de l’ADN tumoral en PCR multiplex (Polymerase Chain Reaction) : après 

dénaturation des deux brins d’ADN, les régions microsatellitaires d’intérêt sont amplifiées 

de manière ciblée via l’utilisation d’une ADN polymérase et d’amorces spécifiques, dont 

une est marquée par un fluorochrome. Le milieu de la réaction renferme un couple d’amorce 

spécifique par région ciblée (ce qui définit le multiplexage), des nucléotides et du magné-

sium pour catalyser la réaction.  

3. Analyse de fragment après migration en électrophorèse capillaire : les produits 

d’amplification sont injectés dans des capillaires dont les parois sont enduites d’un gel po-

lymère. Sous l’effet d’un courant électrique, les fragments vont migrer du pôle (+) vers le 

pôle (-), sur une distance plus ou moins grande qui sera proportionnelle à la taille de leur sé-

quence (exprimée en pb). Le signal fluorescent émis par le fluorochrome au cours de la mi-

gration est détecté par un système informatique, qui va le convertir en signal numérique.  

 

Enfin, les résultats de l’analyse sont matérialisés sous la forme d’électrophorégrammes (un pour 

chaque microsatellite), représentant en abscisse la longueur en paire de bases (pb) et en ordonnée 

l’intensité du signal en unité internationale (UI). FIGURE 6 

 

Le profil attendu d’une séquence microsatellitaire normale est un « profil en hérisson » avec un pic 

principal (à la longueur attendue de la séquence de l’amplicon du microsatellite) encadré de pics 

symétriques situés à +1 ou à -1 pb : ces pics sont liés au glissement de la polymérase pendant la 

PCR et sont appelés pics « échos ».  A l’inverse, la présence d’une instabilité microsatellitaire abou-

tit à des allèles de tailles différentes de l’allèle normal et se traduit lors de l’analyse par un profil 

modifié avec un à plusieurs pics supplémentaires, se détachant clairement du pic principal. Les er-
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reurs correspondant en grande majorité à des délétions, les séquences erronées sont souvent plus 

courtes que la séquence de référence, avec des pics décalés vers la gauche. 

 

Figure 6 : Profils en PCR multiplex avec utilisation du panel Pentaplex. 
En haut, un profil tumoral MSS caractérisé par la présence d’un pic principal pour chaque microsatellite 
qui correspond à l’allèle normal (encadré noir) encadré de part et d’autre par plusieurs pics symétriques 
(pics « échos » liés au glissement de la polymérase lors de l’amplification). 
En bas, un profil MSI caractérisé par la survenue de pics surnuméraires en plus du pic principal, qui cor-
respondent à des allèles aberrants (encadré rouge) de taille inférieure à celle de l’allèle normal. 
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ii.  Panel de microsatellites 
De nombreux microsatellites différents (répétitions mono-, di-, ou tri-nucléotidiques) ont été initia-

lement testés dans le CCR, pour définir les microsatellites les plus sensibles et spécifiques d’une 

déficience MMR et le nombre de microsatellites qu’il est nécessaire d’analyser pour définir une 

instabilité microsatellitaire. (7) En 1997, le National Cancer Institute (NCI) a proposé à l’issue de la 

conférence de Bethesda un panel de 5 marqueurs incluant deux marqueurs mononucléotidiques 

(BAT25 et BAT26) et trois marqueurs dinucléotidiques (D5S346, D2S123 et D17S250), désigné 

comme panel Bethesda ou NCI. (4) La tumeur était considérée comme MSI-High (MSI-H) lors-

qu’elle présentait au minimum 2 marqueurs instables comparativement à l’ADN normal et MSI-

Low (MSI-L) ou MSS en cas d’instabilité touchant respectivement un seul ou aucun des 5 mar-

queurs. Après avoir constaté que les tumeurs colorectales MSI-L et MSS ne présentaient pas de 

différence significative sur le plan clinique, seules les tumeurs MSI-H ont été considérées comme 

MSI par la suite. 

 

Ces critères ont été révisés en 2002 suite à la mise en évidence d’imperfections liées à l’utilisation 

de marqueurs dinucléotidiques (8) : en effet, ces marqueurs étant hautement polymorphes, leur utili-

sation nécessite une analyse comparative avec l’ADN normal correspondant, qui n’est pas toujours 

disponible. De plus, il s’avère que certaines tumeurs MSI par mutation du gène MSH6 ne présentent 

pas ou peu d’altération des marqueurs dinucléotidiques. (9) 

 

En réponse à cette problématique, un nouveau panel a vu le jour en 2002, constitué de 5 marqueurs 

parmi les 6 marqueurs mononucléotidiques quasi-monomorphes suivants (BAT-25, BAT-26, NR21, 

NR-22, NR24 et NR27) et donc désigné sous le nom de panel « Pentaplex ». La version commer-

cialisée sous le nom de Promega® et très largement employée est constituée de BAT-25, BAT-26, 

NR21, NR24 et NR27. Le panel Pentaplex a montré de meilleures performances en termes de sen-

sibilité et de spécificité comparativement au panel Bethesda. (10) Cette meilleure sensibilité 

s’explique par l’utilisation de marqueurs exclusivement mononucléotidiques. En effet, plus le motif 

répété au sein du microsatellite est court (motif de 1 nt versus 2 ou 3), plus le risque d’erreur de la 

polymérase lors de la réplication est grand et l’instabilité du microsatellite est évidente. L’autre 

avantage de ce panel réside dans le caractère quasimonomorphique des 5 marqueurs utilisés : cela 

signifie que leur taille est hautement conservée dans la population humaine et donc que le nombre 

de variants dans cette population est limité. On dit aussi que leur QMVR (quasimonomorphic varia-

tion range) est étroit. Cette caractéristique permet ainsi de s’affranchir de la comparaison à l’ADN 

non tumoral. 
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Attention, cette affirmation ne s’applique que pour certains groupes de population, puisque cer-

taines ethnies comme les Pigmés Biaka ou le peuple San présentent des taux élevés de polymor-

phismes au niveau de certains de ces microsatellites. (8,10–12) 

 

Initialement, pour le panel Pentaplex, un seuil de 3 marqueurs instables a été établi pour déclarer 

une tumeur comme MSI. Il est néanmoins apparu par la suite que ce seuil, trop haut, risquait 

d’omettre certaines tumeurs avec un faible degré d’instabilité, comme les  tumeurs endométriales : 

le seuil d’instabilité microsatellitaire a donc été abaissé dans un second temps à 2 marqueurs ins-

tables sur les 5 analysés dans le panel Pentaplex. 

Il faut cependant garder à l’esprit qu’en présence de polymorphismes au niveau de ces microsatel-

lites, l’interprétation du statut de la tumeur risque d’être erronée (11) : le seuil de 2 marqueurs ins-

tables est donc recommandé à condition de disposer de tissu sain pour analyse comparative (afin 

d’écarter la présence d’éventuels polymorphismes). 

 

La capacité de détection de l’instabilité microsatellitaire est étroitement liée à la proportion de cel-

lules tumorales présentes dans l’échantillon à analyser. Les rares études réalisées sur le sujet suggè-

rent qu’un minimum de 20% de cellules tumorales (voire 30% pour les cancers de l’endomètre) est 

nécessaire afin de considérer un test MSI-PCR comme interprétable. (13–16) Il serait de plus préfé-

rable d’utiliser des méthodes basées sur l’amplification de fragments de petite taille, afin de per-

mettre l’analyse d’ADN de moins bonne qualité et de limiter le nombre de résultats non contribu-

tifs. (17) 

 

La limite principale de ce panel est que ses performances varient drastiquement d’un type tumoral à 

un autre. En effet, hormis dans le cancer colorectal où il affiche d’excellentes performances, il se 

caractérise par une sensibilité moindre dans le cancer de l’endomètre (CE) (18) et dans les cancers 

des voies excrétrices supérieures (TVES). (19) Les données avec le panel Pentaplex sur les autres 

types tumoraux (grêle, voies biliaires, prostate…) sont très limitées, voire absentes.  

 

 Technologie Idylla™ 

A l’ère où le diagnostic d’instabilité microsatellitaire devient chaque jour plus central dans la prise 

en charge du patient, la technologie Idylla™ (Biocartis®, Mechelen, Belgique) s’adresse aux labo-

ratoires d’anatomopathologie (entre autres) ne disposant pas de plateforme de biologie moléculaire 

en leur donnant accès à une analyse simple et rapide du statut d’instabilité microsatellitaire en rou-

tine. Le test MSI Idylla™ est un test in vitro entièrement automatisé, basé sur l’analyse d’un panel 



13 
 

de 7 marqueurs monomorphes (ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A et SULF2), 

différents des marqueurs habituellement utilisés pour le diagnostic de MSI. Le test dure 2h30 et 

intègre l’extraction de l’ADN à partir de coupes de tissu FPPE (également réalisable à partir d’ADN 

déjà extrait). (20) Il s’appuie sur l’amplification des cibles par PCR suivie d’une analyse de courbes 

de fusion en HRM (High Resolution Melt), aboutissant au calcul d’un score MSI. Ce score est indi-

viduel pour chaque marqueur et exprime la probabilité que le profil de l’échantillon en HRM soit 

wild-type (WT) ou muté. Au terme de l’analyse, le statut de l’échantillon est classé comme MSI-H 

ou MSS selon le nombre de marqueurs mutés. Le test est considéré comme valide si au moins 5 des 

7 marqueurs sont analysables : dans le cas contraire, le statut de l’échantillon est rendu comme in-

valide. 

 

Cette technique présente plusieurs avantages : un gain de temps dans le rendu du résultat, un temps 

technique minimal (2 min) et la non-nécessité d’une comparaison avec l’ADN non tumoral. La 

quantité d’ADN nécessaire pour le test Idylla™ est plus importante que pour la PCR Pentaplex (50 

mm² de surface tumorale versus 1 ng d’ADN) et semble donc moins adaptée aux prélèvements de 

petite taille. (21,22)  

 

La plupart des études rapportent un taux de concordance entre le test Idylla™ et la Pentaplex-PCR 

(système Promega®) autour de 98%, avec une sensibilité et une spécificité pouvant atteindre 100% 

selon les études. Cependant, ces études s’intéressent uniquement aux tumeurs colorectales. (21–24) 

En 2020, Pécriaux et al. ont évalué les performances du test Idylla™ sur une série de tumeurs colo-

rectales et non colorectales, avec une spécificité de 100% quel que soit le type de tumeur. La sensi-

bilité du test variait de 75% (intestin grêle), 89% (endomètre) jusqu’à 100% dans les tumeurs du 

duodénum, pancréas, estomac, de l’ovaire et du tractus urinaire. (25) 

 

 Séquençage haut débit (NGS) 

i. Aspects techniques 
La mise au point de la méthode enzymatique Sanger en 1977 constitue l’avènement du séquençage 

de l’ADN. Sa méthode, basée sur l’utilisation de nucléotides terminateurs de chaîne, représente la 

première méthode de séquençage de l’ADN fiable et reproductible. (26) Cette technique est surpas-

sée 10 ans plus tard par l’arrivée sur le marché des premiers séquenceurs automatisés basés sur 

l’électrophorèse capillaire. A l’époque ces instruments de « première génération » étaient considé-

rés comme à haut débit en permettant un séquençage d’environ 80 kilobases (kb) par analyse. Ce 

n’est qu’en 1995 qu’est apparu le séquençage « nouvelle génération » ou NGS (next-generation 
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sequencing) avec une nouvelle approche : celle d’un séquençage clonal, « parallèle et massif » qui 

permet d’augmenter le débit du séquençage jusqu’à 1 gigabase (Gb) de données par analyse.  

 

Il existe plusieurs technologies de NGS, dont deux principales, la technologie Ion Torrent™ (Ther-

mo Fisher Scientific), qui se base sur la détection d'ions hydrogènes libérés lors de la polymérisa-

tion de l'ADN ; et la technologie Illumina®, basée sur le séquençage par synthèse (SPS), qui cons-

titue la méthode utilisée dans notre laboratoire. Son principe s’apparente au séquençage par électro-

phorèse capillaire, avec une ADN polymérase qui catalyse l’incorporation de dNTP dans un brin 

matrice d’ADN au cours des cycles séquentiels de la synthèse d’ADN. Ces dNTP sont marqués 

d’un fluorochrome (avec une couleur par type de nucléotides (nt)), ce qui permet à la fin de chaque 

cycle d’identifier le nucléotide incorporé par révélation de la fluorescence. 

La nouveauté du NGS est qu’au lieu de séquencer un unique fragment d’ADN, ce processus de sé-

quençage s’applique à des millions de fragments en même temps (d’où le terme de séquençage 

« parallèle et massif »). 

On parle de séquençage « whole genome » (WG) lorsqu’il s’intéresse à l’intégralité du génome et 

de séquençage « whole exome » (WE) lorsqu’il ne cible que les séquences codantes (exons). En 

pratique de routine, on ne séquence qu’une liste définie de gènes (panel de gènes) : c’est le séquen-

çage ciblé.  

Figure 7 : Workflow d'une technique NGS © 2017 Illumina®, Inc.  
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Le workflow d’une analyse en NGS comprend plusieurs étapes (illustrations2 issues du site 

d’Illumina®) : FIGURE 7 

 

1ère étape - La préparation des librairies : la librairie constitue l'ensemble des fragments d'ADN que 

l'on veut séquencer. Il est nécessaire d’enrichir cette librairie en sélectionnant uniquement les frag-

ments d'ADN désirés, par le biais d’une des deux méthodes suivantes :  

* Enrichissement par amplification (technique Amplicon) : l’ADN est fragmenté de fa-

çon aléatoire avant d’être rattaché en 5' et en 3' à des adaptateurs (indexes). Ces courtes sé-

quences nucléotidiques ont une fonction d’identification et permettent de combiner 

l’analyse de plusieurs échantillons d’ADN au cours d’une même technique (multiplexage) 

et de contrôle d’identité tout au long de l’analyse. Ils font également fonction « d’amorce » 

et permettent à l’ADN polymérase d’amplifier les régions d’intérêts de façon ciblée. Après 

amplification, les fragments sont ensuite purifiés sur gel. 

 

* Enrichissement par Capture : après la fragmentation de l’ADN et la ligation des adap-

teurs, les fragments d’intérêt sont sélectionnés. Pour cela ils sont hybridés à des séquences 

complémentaires disposées sur une plaque ou en milieu liquide : les fragments d’ADN non 

sélectionnés ne s'hybrident pas et sont éliminés par lavage. FIGURE 8 

 
2 www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing.html 

Figure 8 : Méthodes d'enrichissement des librairies © 2017 Illumina®, Inc. 
Méthode Amplicon à gauche, méthode Capture à droite. 
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2ème étape - génération de cluster par amplification : la librairie est déposée sur une puce (flow cell), 

qui présente à sa surface des oligonucléotides (ou oligos) complémentaires aux adaptateurs et sur 

lesquels vont venir s’hybrider les fragments d’ADN. Chaque fragment est ensuite amplifié de façon 

clonale par amplification « en pont » : le fragment et ses copies identiques forment alors un cluster.  

 

3ème étape - Séquençage par synthèse : chaque fragment d’ADN du cluster va servir de brin matrice 

pour la synthèse d’un brin complémentaire par l’ADN polymérase. Ce dernier va se former de 

dNTP couplés à un fluorochrome avec une fonction « terminateur de chaîne » : un seul nucléotide 

peut être incorporé à la fois. Au terme de l’incorporation du nucléotide, une source lumineuse va 

exciter le fluorochrome, entraînant la libération d’un signal fluorescent ainsi que sa désintégration. 

Un nouveau cycle peut alors commencer avec incorporation du nucléotide suivant. Au début de 

chaque cycle, les quatre dNTP sont présents en quantité égale afin que la concurrence naturelle mi-

nimise le biais d'incorporation et le risque d’erreur. 

A la fin de chaque cycle, le signal fluorescent est capturé sur une photographie.  FIGURE 9 

Le séquenceur convertit ce signal de couleur en un signal informatique de nucléotide (A, T, C ou G) 

avec in fine l’obtention d’une séquence appelée « read » : la longueur du read est définie par défaut 

par le nombre de cycle de séquençage. Pour un fragment d’ADN sur la puce, deux reads seront gé-

nérés : un read sens et un read anti-sens. Les informations sont collectées par le séquenceur au fur et 

à mesure du run. 

 

4ème étape - Analyse des données : pour rendre ces données analysables, elles vont être traitées par 

une série de logiciels formant un pipeline bio-informatique. FIGURE 10 

Figure 9 : Exemple de photo prise lors d'un cycle de séquençage © 2017 Illumina®, Inc. 
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Une étape préliminaire de base calling a lieu au sein du séquenceur juste après l’acquisition du si-

gnal et aboutit à la génération d’un fichier «.bcl » qui liste les séquences des reads avec un score de 

qualité. Le pipeline commence ensuite avec une étape de démultiplexage et de trimming qui con-

siste à réattribuer chaque read à chaque échantillon et à supprimer les séquences des adaptateurs : 

on obtient un fichier texte FASTQ qui détaille la séquence de chaque read avec un identifiant 

unique et un score de qualité. 

 

Chaque read est ensuite aligné sur une séquence du génome de référence pendant la phase 

d’alignement. Ils sont ensuite triés (les reads sens sont séparés des reads anti-sens) et les duplicats 

(multiples versions d’un même read) sont supprimés, avec obtention d’un fichier SAM/BAM (pour 

sequence/binary alignment map). La comparaison des séquences du patient au génome de référence 

permet d’identifier et de lister les variants dans un fichier VCF. FIGURE 11 

 

Les variants recueillis pendant la phase de variant calling (insertions/délétions, single nucleotide 

variant (SNV) ou autres) sont à interpréter selon plusieurs paramètres essentiels : 

* Le contrôle qualité (QC) : proportion de séquences alignées dans les régions d’intérêts du 

génome que l’on a voulu séquencer (% de séquence on target et off target) ; 

* La profondeur de lecture : nombre de fois qu’un nucléotide est lu à une position donnée ; 

* La couverture de lecture : pourcentage de la région ciblée réellement séquencée à une pro-

fondeur donnée.  FIGURE 12 

 

 

Figure 11 : Exemple d'un fichier VCF annoté (http://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.2.pdf) 

Figure 10 : Pipeline bio-informatique © 2017 Illumina®, Inc. 
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La phase d’annotation consiste à fournir pour chaque variant des informations provenant de bases 

de données, comme le nom du gène, sa localisation, la fréquence du variant dans la population gé-

nérale (bases de données GenomAD, ESP, COSMIC, ExAC…), sa pathogénicité connue (ClinVar) 

ou supposée (Polyphen, SIFT) etc… afin de faciliter son interprétation. 

Les variants sont ensuite filtrés afin de ne garder que les variants d’intérêts. 

 

L’étape finale est réalisée par un professionnel de biologie moléculaire (biologiste ou médecin), qui 

va classer les variants selon leur signification et rédiger un compte-rendu final. Selon les recom-

mandations de l’Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire (ANPGM), le 

compte-rendu de biologie moléculaire doit renfermer certaines informations telles que la liste des 

gènes séquencés, la version du génome et la technique utilisée (capture, amplicon), le pipeline bio-

informatique et les indicateurs de qualité du run (couverture, profondeur). (27)  

Les variants sont listés et classés selon leur effet pathogène (pathogène, potentiellement pathogène, 

probablement pathogène ou de signification inconnue) et selon leur impact clinique (variant 

d’impact clinique connu, variant à discuter en RCP moléculaire ou variant de valeur prédictive in-

connue). 

ii.  Application du NGS à l’instabilité microsatellitaire  
Le NGS présente plusieurs avantages pour la recherche d’une instabilité microsatellitaire : il permet 

une analyse simultanée de multiples séquences microsatellitaires ou d’homopolymères (potentiel-

lement plus informatifs que les cinq ou six microsatellites consensus de la Pentaplex), tout en per-

mettant de réaliser simultanément l’analyse d’autres gènes d’intérêt dans les tumeurs (ex : KRAS, 

BRAF, ...). L’analyse MSI nécessite cependant un pipeline d’analyse dédié différent des pipelines 

d’analyse bio-informatique classiquement utilisés pour la détection d’altérations de type SNV et 

indel. Différents outils dédiés à l’évaluation du statut d’instabilité microsatellitaire (appelées « clas-

Figure 12 : Indicateurs de qualité d'un run NGS. 
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sifieurs ») ont été développés ces dernières années et peuvent être intégrés aux pipelines NGS déjà 

existants.  

Le statut des séquences microsatellitaires dans une tumeur peut être évalué en analysant la réparti-

tion des reads selon leur longueur dans les régions microsatellitaires. Cette technique est utilisée par 

des classifieurs tels que mSINGS (28), MSIsensor (29,30), MANTIS (31) et d’autres (32,33). Le 

principe s’apparente à celui d’une analyse de fragments : une tumeur de statut MSS présente pour 

chaque microsatellite un ou deux allèles, ce qui se traduit en analyse NGS à des reads d’une ou 

deux longueurs différentes. A l’inverse, les microsatellites d’une tumeur de phénotype MSI présen-

teront des allèles aberrants : cela se traduira par des reads de longueur variée, préférentiellement 

plus petite que celle de l’allèle normal du microsatellite. 

On distingue d’un côté les classifieurs comme MANTIS, qui nécessitent une analyse comparative 

de l’ADN tumoral avec de l’ADN normal pour classer le statut de l’échantillon, et d’un autre côté 

les classifieurs comme mSINGS et MSISensor (dernière version) qui utilisent le concept de « ma-

chine learning ». Ils fonctionnent en deux temps, avec une première phase « d’apprentissage » pen-

dant laquelle leur est soumis une sélection d’échantillons au statut d’instabilité microsatellitaire 

connu. Ces données leur permettent de s’étalonner et servent dans un deuxième temps de base de 

données pour l’interprétation des échantillons en routine. Le classifieur attribue un statut MSS ou 

MSI à l’échantillon, qui est pondéré par un score de fiabilité obtenu après analyse statistique et ex-

primé en pourcentage. 

 

La sensibilité et spécificité des classifieurs fluctuent selon le nombre de microsatellites analysés et 

selon leur type. De plus, les performances du classifieur sont intimement liées à la cohorte sur la-

quelle il a été développé et varieront donc selon le type de tumeur ciblée. (31,32) A ce jour, la mé-

thode MSISensor fait référence outre-Atlantique puisqu’il s’agit de la méthode utilisée pour identi-

fier une MSI dans le test FoundationOne®, test agréé depuis 2015 par la Food and Drug Adminis-

tration (FDA) comme test de référence pour la prescription d’une immunothérapie d’une tumeur 

(quelle que soit la tumeur). (34) 

 

Dans l’ensemble, ces logiciels présentent cependant plusieurs inconvénients : pas de gestion des 

données, pas de récupération des erreurs et pas d’interface d’analyse des résultats. Pour l’ensemble 

de ces raisons, l’équipe bio-informatique de notre laboratoire a développé en 2018 un outil informa-

tique appelé « MIAmS », consacré spécifiquement à l’analyse de l’instabilité microsatellitaire en 

NGS par approche amplicon, sans comparaison avec l’ADN normal, basé sur une méthode de 

« machine learning ». Il fournit un score de prédiction du statut MSI de l’échantillon par le biais de 

l’utilisation de deux classifieurs différents, mSINGS et RandomForrest, ce qui permet de réduire 
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significativement le taux de mauvaises prédictions. MIAmS propose en plus une interface d’analyse 

facile à utiliser. (35)  

 

Les différentes techniques moléculaires de détection de l’instabilité microsatellitaire sont résumées 

en FIGURE 13. 

  

Figure 13 : Techniques moléculaires de détection de l'instabilité microsatellitaire. 
La figure (A) représente l’analyse en PCR Pentaplex avec une analyse de fragments. 
La figure (B) représente l’analyse en HRM utilisée au sein de la technologie Idylla (Biocartis). 
La figure (C) représente l’analyse en NGS. 
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D. Etiologies d’une instabilité microsatellitaire 

L’inactivation d’un des gènes du système MMR peut être d’origine acquise ou constitutionnelle. 

1. Hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 

Dans les cancers colorectaux de phénotype dMMR, la première cause de perte de fonction du sys-

tème MMR est sporadique et s’explique par une inactivation du gène MLH1 par hyperméthylation 

de son promoteur. Cet événement épigénétique s’inscrit généralement dans un contexte génétique 

plus large d’hyperméthylation de l’ADN, dit phénotype hyperméthylateur ou CIMP (CpG Island 

Methylator Phenotype). (36) Les îlots CpG sont des régions riches en dinucléotides cyto-

sine/guanine, qui se situent préférentiellement dans les zones régulatrices du génome, en particulier 

au niveau des promoteurs des gènes. Lorsque les cytosines de ces îlots sont méthylées en méthyl-

cytosine, la transcription du gène concerné est inhibée.  

Le phénotype tumoral CIMP est lié à la sénescence et est responsable d’environ 10-15% des can-

cers colorectaux et environ 30% des cancers de l’endomètre. (37) Dans les CCR, 

l’hyperméthylation du promoteur de MLH1 est associé dans 40% des cas à une mutation somatique 

du gène BRAF. (36) 

 

En résumé, devant un CCR ou un CE avec une instabilité microsatellitaire et une perte d’expression 

de MLH1 (et PMS2) en immunohistochimie, il faut rechercher une hyperméthylation du promoteur 

de MLH1 avant d’évoquer une possible perte d’origine constitutionnelle liée au syndrome de Lynch. 

2. Le syndrome de Lynch 

 Définition et caractéristiques génétiques 

Le syndrome de Lynch (SL), anciennement nommé HNPCC (Human Non Polyposis Colorectal 

Cancer), est une affection héréditaire de transmission autosomique dominante à pénétrance incom-

plète. Les patients atteints de cette maladie sont porteurs d’une mutation germinale mono-allélique 

d’un des gènes MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS1) ou du gène EPCAM (situé en amont du 

promoteur de MSH2 et responsable d’une inactivation épigénétique secondaire de MSH2). Une se-

conde mutation de l’allèle sauvage, par inactivation épigénétique/altération somatique/perte 

d’hétérozygotie au cours de la vie du patient aboutit à l’inactivation du gène MMR, et donc à 

l’initiation d’un processus de carcinogenèse par la voie dite de l’instabilité microsatellitaire MSI 

(modèle « two hits » de Knudson). (38) 
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Plusieurs centaines de mutations germinales des gènes MMR sont observées dans le SL, avec une 

prédominance de mutations faux-sens ou non-sens. Elles touchent dans la majorité des cas le gène 

MLH1 (45% des mutations héréditaires retrouvées). Les gènes MSH2, MSH6 et PMS2 sont mutés 

dans respectivement 33%, 18% et 7% des cas. (39) L’ensemble de ces mutations est répertorié dans 

une base de données régulièrement mise à jour par le groupe InSIGHT (International Society for 

Gastrointestinal Hereditary Tumors). (39) 

 Epidémiologie 

Le syndrome de Lynch est responsable de 2-3% des cancers colorectaux et prédispose à un risque 

accru de développer des cancers extra-coliques, notamment des cancers de l’endomètre (5% liées au 

SL), des cancers des voies excrétrices urinaires supérieures et de l’intestin grêle (tumeurs du spectre 

étroit) et, à moindre degré, de l'ovaire, de l'estomac, des voies biliaires, des tumeurs sébacées cuta-

nées et du pancréas (tumeurs du spectre large). (40) 

Au-delà de 70 ans, le risque d’un individu atteint de SL d’être atteint d’un cancer du côlon est de 

80%, 20-60% pour l’endomètre, 11-19% pour l’estomac et 9-11% pour l’ovaire (tous gènes MMR 

et sexes confondus). (41) 

 

L’expression de ce syndrome est variable et est corrélée au gène MMR touché par la mutation ger-

minale. En effet, les individus porteurs d’une mutation du gène MLH1 ou MSH2 présentent les 

risques de cancer les plus élevés et un spectre clinique du syndrome plus large. Il a également été 

rapporté que les patients porteurs d’une altération du gène MSH2 seraient prédisposés de façon ac-

crue aux cancers extra-coliques et extra-endométriaux. (42–44) 
 

Il existe d’autres formes phénotypiques du SL comme le syndrome de Muir-Torre, décrit en 1981, 

associé à la survenue de tumeurs sébacés et d’autres tumeurs cutanées et le syndrome de Turcot 

associé à la survenue de glioblastomes. Le syndrome de Muir-Torre est principalement lié à des 

mutations de MSH2 (40).   

 Diagnostic du syndrome de Lynch 

Le diagnostic de SL repose sur l’identification d’une mutation constitutionnelle d’un gène MMR. 

Des critères cliniques, les critères d’Amsterdam II, ont été écrits en 1999 (45) afin d’identifier les 

patients suspects d’être atteints d’un SL, avec une bonne spécificité mais avec une sensibilité faible. 

En 2004, les critères de Bethesda ont été rédigés, plus sensibles, en prenant en compte à la fois 

l’histoire personnelle et familiale du patient et les caractéristiques cliniques et pathologiques carac-

téristiques  des cancers associés au SL. (8) TABLEAU 1 
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Tableau 1 : Critères diagnostiques de syndrome de Lynch. 
 

L’ensemble de ces critères permettent d’identifier les patients qui ont une forte probabilité d’avoir 

une tumeur dMMR et pour lesquels une recherche du statut microsatellitaire est recommandée.  

Si les tests somatiques réalisés confirment le phénotype tumoral dMMR, la suspicion de SL est con-

firmée et le patient est adressé en consultation d’oncogénétique. Après information du patient et 

recueil de son consentement, une analyse génétique est initiée à la recherche d’une mutation patho-

gène constitutionnelle afin de poser un diagnostic définitif de syndrome de Lynch. L’analyse géné-

tique comporte la recherche des mutations « classiques » des 4 gènes MMR (MLH1, MSH2, MSH6 

et PMS2), qui est complétée si besoin par la recherche de mutations plus complexes de type grandes 

délétions. 

Les conclusions de l’analyse oncogénétique sont délivrées au patient lors d’une consultation 

d’oncogénétique dédiée, avec des explications sur l’implication du diagnostic et sur sa prise en 

charge à l’avenir (surveillance, traitement…). Le diagnostic d’un SL chez un cas index permet en 

moyenne de mettre en évidence la mutation chez 3 apparentés. (46) 

3. Le syndrome CMMRD 

Le syndrome CMMRD (Constitutional Mismatch Repair Deficiency) est un syndrome héréditaire 

prédisposant les enfants, adolescents et jeunes adultes aux cancers. Il est dû à une mutation bi allé-

lique, homozygote ou hétérozygote composite des gènes MMR (soit PMS2 ou MSH6 et plus rare-

ment MLH1 ou MSH2). Les patients porteurs de ce syndrome développent des adénomes multiples 

Critères d’Amsterdam (tous les critères suivants) 

• Cancer colorectal (Amsterdam1) ou du spectre étroit (Amsterdam 2) chez 3 apparen-

tés au 1er degré 

• Sur 2 générations 

• Un cas au moins avant 50 ans. 

Critères de Bethesda (un critère parmi les suivants) 

• Cancer colorectal avant 50 ans. 

• 2 tumeurs du spectre large HNPCC synchrones ou métachrones chez un même pa-

tient quel que soit l’âge. 

• Cancer colorectal avec histologie évocatrice, diagnostiqué avant 60 ans. 

• 2 cancers du spectre large HNPCC chez 2 apparentés au 1° dont l’un à moins de 50 

ans. 

• 3 cancers du spectre large chez 3 apparentés au 1° ou 2°quel que soit l’âge. 
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et précoces du tube digestif et des cancers, des hémopathies et des tumeurs cérébrales. Ils peuvent 

également présenter des manifestations de la neurofibromatose de type 1 tels que des taches café au 

lait ou des neurofibromes. 

4. Doubles mutations somatiques des gènes MMR 

Des études ont montré qu’entre 2,5% et 3,9% des CCR présentent une déficience du système MMR 

d’origine inexpliquée. (47) Jusqu'à récemment, on pensait que ces patients étaient atteints d’un syn-

drome de Lynch causé par une mutation germinale non détectée, avec la création en 2013 du terme 

de syndrome « Lynch-like » (LLS). 

Il a été rapporté depuis qu’une partie de ces tumeurs s’explique par une double-mutation soma-

tique du système MMR. Le caractère bi allélique de la mutation n’est pas toujours prouvé mais 

fortement suspecté compte tenu du phénotype tumoral MSI-H et de la perte d’expression de la pro-

téine en IHC. En 2013, une étude rapporte que 16,7% des CCR de phénotype MSI sont expliqués 

par des doubles mutations somatiques du système MMR. Dans 27,8% des cas, seulement une muta-

tion somatique est mise en évidence, avec une perte d’hétérozygotie (LOH, loss of heterozygosity) 

comme probable second hit. (48) D’autres études plus récentes confirment que les LLS sont en 

grande partie expliqués par des doubles-mutations somatiques du système MMR (49–51) qui tou-

chent en priorité les gènes MLH1 et MSH2. (52) Les patients concernés présentent un cancer plus 

tardivement que les patients porteurs d’un syndrome de Lynch mais plus précocement que dans la 

population générale. La prévalence de tumeur synchrone ou métachrone dans ce groupe de patients 

est moins élevée que chez les patients porteurs d’un syndrome de Lynch. (47)  

5. Etiologies secondaires d’instabilité microsatellitaire 

Enfin, certains syndromes génétiques peuvent mimer un syndrome de Lynch et expliquer un phéno-

type tumoral MSI sans mutation germinale ni somatique des gènes MMR. Dans cette configuration, 

la déficience du système MMR est secondaire à l’atteinte d’autres gènes de la réparation de l’ADN.  

En effet, dans la polypose adénomateuse associée à MUTYH (MAP), le gène MUTYH (pour Mut Y 

homolog), qui code pour l’ADN glycosylase impliquée dans le mécanisme de réparation BER, est 

inactivé par le biais d’une mutation germinale bi allélique de transmission autosomique récessive. 

Cette inactivation est à l’origine de mutations somatiques secondaires (par transversions G>T) dans 

les gènes MMR, qui sont responsables du phénotype tumoral MSI.  (53–58) 

 

Des études rapportent également la survenue de tumeurs MSI chez les patients porteurs de muta-

tions au niveau des ADN polymérases POLE ou POLD1. Ces mutations peuvent être d’origine so-

matique ou germinale et touchent le domaine exonucléasique des polymérases, ce qui compromet 
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leurs capacités de relecture et de correction des erreurs de réplication, résultant en l’accumulation 

de multiples mutations spontanées. (59,60) Les patients avec mutation germinale d’un de ces gènes 

sont prédisposés aux adénomes colorectaux, aux CCR de survenue précoce et aux cancers de 

l’endomètre : c’est la polypose associée aux polymérases correctrices ou PPAP (Proofreading Po-

lymerase Associated Polyposis). Dans ce contexte, l’atteinte des gènes MMR est secondaire au phé-

notype hypermutateur conféré par l’inactivation du domaine exonucléasique des polymérases. (61) 

E. Indications de recherche du statut d’instabilité microsatellitaire 

1. Intérêt diagnostique : dépistage du syndrome de Lynch 

Comme mentionné précédemment, la suspicion clinique de syndrome de Lynch constitue une pre-

mière indication de recherche du statut d’instabilité microsatellitaire : en effet, l’identification des 

syndromes de Lynch permet d’améliorer nettement le pronostic des patients et des apparentés. En 

effet les mesures intensives de dépistage et/ou de prévention proposées aux sujets atteints diminuent 

significativement la mortalité liée à ces cancers. Ces mesures reposent sur des coloscopies régu-

lières à l’indigo-carmin, une surveillance gynécologique chez les femmes, une surveillance cytolo-

gique et échographique urinaire, voire des chirurgies prophylactiques.   

En France jusqu’à présent, au-delà des contextes personnels et familiaux très évocateurs d’un SL 

(critères d’Amsterdam ou de Bethesda), la recherche du statut MMR tumoral était préconisée chez 

les patients de moins de 60 ans atteints d’un CCR, chez les patientes présentant un cancer de 

l’endomètre diagnostiqué avant 60 ans (l’examen pouvant se discuter entre 50 et 60 ans) et, au-delà 

de ces âges, chez les patients avec antécédents personnels ou familiaux (au premier degré) de CCR 

ou de cancer(s) du spectre du SL. (62) Cependant, compte-tenu de l’intérêt pronostique et thérapeu-

tique du statut MMR dans certains cancers (cf. chapitre suivant) et de la fréquence de ces cancers 

dans le SL, il est maintenant recommandé de réaliser un dépistage « universel » (quel que soit l’âge 

et le contexte personnel ou familial) pour tous les patients porteurs d’un CCR, d’un cancer de 

l’endomètre, de l’intestin grêle, de l’estomac, des TVES et des tumeurs sébacées3.  

Ces tests somatiques peuvent, en outre, être prescrits à des personnes avec un cancer du spectre du 

syndrome de Lynch autre que ceux cités ci-dessus, sur justification d’un contexte personnel et/ou 

familial évocateur d’un syndrome de Lynch.  

2. Intérêt pronostique et réponse à la chimiothérapie 

Plusieurs études ont montré que les CCR localisés (stade II et III) de phénotype dMMR ont un meil-

leur pronostic que les CCR pMMR. Par ailleurs, la littérature rapporte également une notion de ré-

 
3 « Recommandations pour la recherche du statut MMR tumoral », INCa, en cours de publication 
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sistance aux chimiothérapies à base de 5-fluoro-uracile (5-FU) en cas de tumeur colique de phéno-

type dMMR. Pour les cancers de stade II, la chimiothérapie adjuvante est indiquée uniquement pour 

les tumeurs avec haut risque de récidive : tumeur peu différenciée, présence d’emboles vasculaires 

ou d’engainements périnerveux, stade T4, < 12 ganglions analysés ou présence d’une occlusion 

/perforation. Compte tenu du bon pronostic des tumeurs dMMR, la réalisation d’une chimiothérapie 

adjuvante au stade II, et ses modalités de réalisation (5-FU seul, 5-FU associé à l’oxaliplatine ou pas 

de chimiothérapie) doit être discutée en fonction du statut microsatellitaire de la tumeur. À noter 

que les données relatives à la chimiosensibilité des CCR de phénotype dMMR ne concernent que 

les traitements par 5-FU seul et ne sont pas extrapolables aux associations du 5-FU avec d’autres 

agents cytotoxiques comme l’oxaliplatine. (64–66) 

De même, dans les cancers œsogastriques non métastatiques, compte-tenu du bon pronostic des 

cancers dMMR, la recherche du statut MMR tumoral est recommandé pour déterminer la réalisation 

ou non et les modalités de la chimiothérapie adjuvante. (63) 

3. Intérêt thérapeutique : indication de l’immunothérapie 

Comme mentionné plus haut, la déficience du système MMR est responsable d’une charge muta-

tionnelle élevée et par conséquent, de la formation de nombreux néo-antigènes susceptibles d’être 

reconnus par le système immunitaire du patient. Les cellules cancéreuses qui expriment PD-L1 à 

leur surface, ligand de PD-1, échappent à la détection des cellules immunitaires et à leur élimina-

tion. Le blocage de l’interaction entre PD-1 et PD-L1 permet de lever cette inhibition du système 

immunitaire et relance l’attaque contre les cellules cancéreuses. (64) Des études rapportent une cor-

rélation entre le statut MSI-H de la tumeur et une expression majorée de PD-1/PD-L1, de même 

qu’il a été montré une corrélation avec une charge mutation élevée. (65) 

Ces raisons expliquent que l’utilisation du pembrolizumab et du nivolumab chez les patients atteints 

de cancers MSI-H ait prouvé son efficacité. L’observation de réponses notables et durables chez ces 

patients a démontré leur utilité et a validé l’utilisation du statut MSI-H en tant que biomarqueur 

prédictif de la réponse à l’immunothérapie par inhibiteurs du système PD-1/PD-L1. (66–68) Par 

conséquent, la FDA a approuvé en 2017 l’indication d’une immunothérapie par pembrolizumab 

dans le traitement des cancers pédiatriques et de l’adulte métastatique avec un profil MSI-H, indé-

pendamment du type de cancer et sans évaluation de PDL1 nécessaire. (69) . Il a également été rap-

porté une réponse majorée des patients atteints de cancers MSI-H à d’autres inhibiteurs de check-

points immuns comme le durvalumab (anti PD-L1) et l’ipilimumab (anti-CTLA-4). (70–72) 

L’AMM pour la prescription de pembrolizumab pour les CCR métastatiques en 1er ligne a été obte-

nue en Europe en Décembre 2020. Ce traitement n’est cependant toujours pas remboursé en France 

à ce jour.  
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L’ensemble de ces résultats font du statut MSI un troisième biomarqueur prédictif de la réponse aux 

inhibiteurs des checkpoints immuns, avec l’expression de PD-L1 et la charge mutationnelle. (73–

79) La réponse à ces traitements peut être durable : il est donc devenu indispensable d’identifier un 

maximum de patients potentiellement répondeurs à ces thérapeutiques. 

F. Le microsatellite HSP110 T17 

1. Les protéines de choc thermique (HSP) 

Le maintien de l’homéostasie cellulaire est essentiel pour le bon fonctionnement des cellules, qui 

sont continuellement soumises à différentes agressions menaçant leur intégrité. L’état de stress des 

cellules peut être provoqué par différents facteurs environnementaux (choc thermique, stress oxyda-

tif, UV), par des agents chimiques (métaux lourds, alcool, agents oxydants, chimiothérapies anti-

cancéreuses) ou par certaines conditions pathologiques (fièvre, état inflammatoire). Cet état de 

stress entraîne un phénomène de « réponse au choc thermique », caractérisé par une modification de 

l’expression de certains gènes et par l’expression de protéines de thermorésistance appelées « pro-

téines de choc thermique » ou heat shock proteins (HSP). 

Les HSP sont des protéines très conservées entre le procaryote et l’eucaryote et représentent 3% des 

protéines cellulaires. Leur expression est fortement induite en condition de stress, où elles jouent un 

rôle de chaperons moléculaires : par exemple, elles participent au maintien ou au rétablissement de 

la conformation de protéines dénaturées par des facteurs de stress. En cas d’échec, ces protéines 

Figure 14 : Rôles des protéines de choc thermique (de Kevin Berthenet, « La protéine 
HSP110 : rôle dans le développement tumoral et sur l’immunogénicité du cancer colo-
rectal. » 2015) 
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dénaturées sont redirigées vers le système ubiquitine/protéasome afin d’être dégradées.  

Les HSP peuvent également bloquer les voies de signalisation apoptotique et favoriser un signal de 

survie cellulaire. FIGURE 14 

 

Ces protéines sont réparties en 6 familles en fonction de leur poids moléculaire : on retrouve les 

familles HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 et HSP27. 

2. Relations entre HSP et cancer 

On retrouve une surexpression des HSP dans de nombreux cancers, dont le cancer colorectal : cette 

surexpression est généralement associée à un mauvais pronostic pour le patient. (80) En effet, les 

HSP contribuent à la croissance tumorale en stabilisant les protéines et en promouvant 

l’angiogenèse. Elles sont également impliquées dans la formation de métastases puisqu’elles favori-

sent l’activation de métalloprotéinases, protéines protéolytiques responsables de la dégradation et 

du remodelage de la matrice extracellulaire et du caractère invasif de la tumeur. Enfin, les HSP sé-

crétées par les cellules tumorales ont un rôle immunosuppresseur en inhibant l’activation des lym-

phocytes T. 

3. La protéine HSP110 

La protéine HSP110 appartient à la famille des HSP de très haut poids moléculaire.  

Elle est surexprimée dans de nombreux cancers comme le mélanome ou le cancer colorectal, où elle 

est associée à un mauvais pronostic. (81,82) Elle contribue à la résistance aux chimiothérapies anti-

cancéreuses par ses propriétés anti-agrégations et anti-apoptotiques. Il a été montré que les cancers 

colorectaux de phénotype MSI exprimant faiblement HSP110 présentent une meilleure réponse à la 

chimiothérapie. (83,84) 

 

L’équipe de recherche du Pr Alex Duval a mis en évidence au niveau d’HSP110 une mutation ré-

currente dans les tumeurs colorectales de phénotype MSI, localisée au niveau d’une séquence répé-

tée T17 dans l’intron 8. Cette mutation se présente sous la forme d’une délétion de 1 à 7 pb et est 

responsable de la création d’un site d’épissage alternatif et d’un saut de l’exon 9 : il en résulte la 

production d’une protéine HSP110 tronquée nommée HSP110ΔE9. La présence de cette mutation 

dans les tumeurs MSI semble associée à un meilleur pronostic et à une sensibilité accrue au 5-FU. 

(83,85) L’étude de Kim et al. publiée en 2014 retrouvait des données similaires. (84) 
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4. HSP110 T17 marqueur de l’instabilité microsatellitaire 

 Présentation et intérêt 

En 2016, l’équipe d’Alex Duval a publié l’utilisation de la mutation du microsatellite intronique 

T17 en tant que marqueur du phénotype MSI. (86) En effet, le microsatellite T17 (appelé HT17) 

apparaît comme remarquablement monomorphe avec seulement deux allèles (T16 et T17) retrouvés 

dans la population générale. Ils le décrivent également comme plus sensible et plus spécifique dans 

le diagnostic d’instabilité microsatellitaire que les panels de microsatellites utilisés jusque-là (PCR 

Pentaplex). Pour finir, son caractère monomorphique le rend simple à lire et simplifierait l’étude de 

l’instabilité microsatellitaire en pratique de routine. 

 Etat des lieux de la littérature 

L’étude de Buhard et al met en évidence une supériorité du microsatellite HT17 vis-à-vis du panel 

Pentaplex dans la détection de l’instabilité microsatellitaire, avec une meilleure sensibilité (98,4% 

vs 95,1%) pour une spécificité équivalente (99,7%). Ces résultats ont été confirmés par d’autres 

études (83,85,87,88) et offrent une nouvelle approche, plus simple, de l’étude d’instabilité microsa-

tellitaire en biologie moléculaire. Il semblerait de plus que l’instabilité du microsatellite HT17 ait 

une valeur prédictive de la réponse à la chimiothérapie (83,85), rendant son analyse d’autant plus 

intéressante pour le patient. 

Ces études présentent néanmoins une limite non négligeable en ne s’intéressant qu’aux tumeurs 

colorectales. Or la recherche d’instabilité microsatellitaire est aussi indiquée pour d’autres types de 

tumeurs appartenant au spectre du SL. Lorsqu’elle est recherchée, on s’aperçoit que le profil MSI 

s’exprime différemment selon le type de tumeur et à des fréquences différentes. (33) Par exemple, 

plusieurs études rapportent que l’instabilité microsatellitaire dans les tumeurs endométriales touche 

des locus différents du cancer colorectal et se traduit par des délétions plus courtes, de 1 à 2 nt, plus 

difficiles à mettre en évidence en techniques classiques de biologie moléculaire. (18,89) Il apparaît 

donc nécessaire de s’intéresser à des cohortes de tumeurs plus variées avant de valider de nouvelles 

techniques ou de nouveaux panels. 

A ce jour, seule une étude s’est intéressée au comportement du microsatellite HT17 dans des tu-

meurs non colorectales. Cette étude coréenne, publiée en 2017, a étudié la prévalence de 

l’instabilité du microsatellite HT17 dans une cohorte de cancers gastriques MSI-H : elle ne retrouve 

une instabilité d’HT17 que dans 46,9% des tumeurs gastriques analysées. Ces tumeurs présentaient 

un phénotype dMMR-IHC en immunohistochimie. (90) 

Aucune étude à l’heure actuelle ne s’est intéressée au comportement d’HT17 dans le cancer de 

l’endomètre. 
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II. OBJECTIFS 
 

Actuellement dans notre laboratoire de l’IUCT-Oncopole, le diagnostic de déficience MMR repose 

sur l’étude immunohistochimique des 4 protéines MMR et sur la biologie moléculaire avec la PCR 

Pentaplex. Cependant le diagnostic de MSI avec la Pentaplex-PCR peut être difficile dans certains 

cas, notamment pour certains types tumoraux.  Nous avons donc voulu tester les performances du 

marqueur HT17 afin d’évaluer dans quelle mesure l’utilisation de celui-ci pourrait simplifier et/ou 

améliorer le diagnostic moléculaire d’instabilité microsatellitaire en pratique de routine. 

 

D’autre part, selon les recommandations actuelles de prise en charge des patients, il est également 

recommandé de rechercher d’autres marqueurs moléculaires à visée thérapeutique pour les CCR 

métastatiques (mutations RAS, BRAF) et pour les cancers de l’endomètre au diagnostic (mutations 

POLE et POLD1). La recherche de ces mutations est maintenant réalisée dans notre laboratoire par 

technique NGS avec un panel ciblé de gènes, alors que la recherche de MSI est effectuée par Pen-

taplex-PCR : cela rajoute donc un temps technique et un coût non négligeables pour la plateforme 

de biologie moléculaire du laboratoire.  

C’est donc dans le but de combiner la recherche de l’instabilité microsatellitaire au séquençage 

d’un panel ciblé de gènes que nous avons voulu transposer l’étude des microsatellites du panel 

Pentaplex (et par la même occasion, d’HT17) en technique NGS. 

 
Les objectifs primaires de ce travail étaient donc : 

1. D’évaluer la performance du marqueur HT17 dans le diagnostic d’instabilité microsatelli-

taire vis-à-vis du panel référence de 5 marqueurs (Pentaplex) en technique standard (PCR) 

dans une cohorte de tumeurs de phénotype MSI d’origine variée 

2. D’évaluer la conformité de la technique NGS avec la technique standard (Pentaplex-PCR) 

dans une cohorte de tumeurs de phénotype MSI d’origine variée 

 

Ce travail comportait également plusieurs objectifs secondaires : 

1. Evaluer la faisabilité et l’applicabilité de l’analyse du marqueur HT17 en technique PCR en 

routine au sein du laboratoire 

2. Evaluer la sensibilité des marqueurs microsatellitaires analysés (dont HT17) dans le dia-

gnostic d’instabilité microsatellitaire en technique NGS 

3. Evaluer les performances des différents panels employés (panel Pentaplex et panel 

Hexaplex) en technique NGS en fonction du type tumoral 
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III. MATERIELS ET METHODES 

A. Population d’étude 

Nous avons réalisé ce travail à partir d’une cohorte rétrospective de 138 ADNs tumoraux provenant 

de tumeurs variées classées MSI (MSI-H ou MSI-L) en biologie moléculaire entre 2016 et 2017 

(cohorte d’intérêt), dans le cadre du diagnostic de routine de MSI de notre laboratoire (plateforme 

de génétique des tumeurs de Midi-Pyrénées). 

Une seconde cohorte « contrôle » composée de 54 ADNs non tumoraux extraits à partir de mu-

queuse colique ou utérine saines, a été constituée au moment de l’étude dans le but d’étudier le pro-

fil basal du marqueur HSP110 T17 en PCR. 

B. Recueil de données cliniques et anatomopathologiques 

Les données cliniques ont été recueillies de façon rétrospective à partir du dossier médical informa-

tisé du CHU de Toulouse (Orbis), et de l’IUCT-Oncopole (DPI) et des données médicales du dos-

sier communiquant de cancérologie (DCC) géré par le Réseau Régional de Cancérologie 

d’Occitanie (Onco-Occitanie). 

Les données anatomopathologiques et de biologie moléculaire ont été recueillies à partir des 

comptes rendus informatisés anatomopathologiques et d’analyse moléculaire du logiciel Diamic. 

Pour les cas extérieurs transmis pour analyse moléculaire à l’IUCT-Oncopole (mais provenant de 

laboratoires hors-CHU/IUCT) dans le cadre de la plateforme de génétique des tumeurs de Midi-

Pyrénées, les données des courriers et des comptes rendus anatomopathologiques transmis avec le 

matériel ont été également exploitées. 

 

Les données recueillies s’articulaient autour de 5 catégories : 

* Données cliniques :  

o Générales : date de naissance, sexe, date du diagnostic et âge au diagnostic ; 

o Stade tumoral : stade pT, stade pN, stade M avec le type de métastase (synchrone 

ou métachrone), stade TNM au diagnostic ; 

o Traitements : administration d’une chimiothérapie néoadjuvante, administration 

d’une immunothérapie par inhibiteurs de checkpoints immuns (si oui : durée du trai-

tement et réponse au traitement) ; 

 

* Données anatomopathologiques : type de prélèvement (pièce opératoire, biopsie), site du 

prélèvement (cancer primitif ou métastase) et type tumoral ; 
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* Statut MMR : 

o Immunohistochimie (MMR-IHC) : expression des protéines MLH1, MSH2, 

MSH6 et PMS2 (maintien, perte, équivoque, non interprétable) ; statut MMR-IHC 

(pMMR-IHC, dMMR-IHC, non interprétable, non fait) 

o Biologie moléculaire (Pentaplex-PCR) : statut des microsatellites BAT25, BAT26, 

NR21, NR22 et NR24 (MSS ou MSI, polymorphisme), statut Pentaplex-PCR (MSS, 

MSI-L, MSI-H, non interprétable) 

 

* Autres données moléculaires somatiques : recherche d’hyperméthylation du promoteur de 

MLH1 (si oui, absence ou présence), statut mutationnel BRAF (non recherché, muté, non 

muté) ;  

 

* Données oncogénétiques : réalisation d’une consultation d’oncogénétique, analyse constitu-

tionnelle des gènes MMR, gène MMR muté et diagnostic final (cancer sporadique, syn-

drome de Lynch, syndrome Lynch-like). 

 

C. Détermination du statut d’instabilité microsatellitaire en techniques 
de référence 

1. Analyse immunohistochimique 

L’évaluation du statut MMR par l’étude en immunohistochimie (MMR-IHC) a été réalisée au mo-

ment du diagnostic sur des coupes de tissu FFPE issues du bloc sélectionné par le pathologiste ou 

du bloc transmis par le laboratoire d’anatomopathologie extérieur avec les anticorps suivants : 

l’anticorps anti-MLH1 (clone ES05 Agilent), anti-PMS2 (clone EP51 Agilent), anti-MSH2 (clone 

FE11 Agilent) ou anti-MSH6 (clone EP49 Agilent), sur un automate d’immunohistochimie (auto-

mate Dako Omnis, Agilent Technologies®).  

Depuis février 2008, l’étude immunohistochimique comprend de façon systématique les quatre pro-

téines du système MMR. Le laboratoire répond chaque année au contrôle qualité de ces immuno-

marquages (AFAQAP) depuis leur mise en place. 

Les cellules normales (cellules du stroma, cellules inflammatoires, cellules endothéliales etc.) ser-

vent de témoins internes de la technique IHC.  

 

Pour chaque protéine, le marquage pouvait être le suivant : 

* Marquage normal : marquage nucléaire intense et diffus des 4 protéines MMR dans les cel-

lules tumorales. 
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* Perte d’expression : perte d’expression complète et diffuse dans la tumeur avec un maintien 

d’expression dans les cellules normales. 

* Marquage non interprétable : absence de marquage des cellules tumorales et des cellules du 

stroma. 

* Marquage équivoque (indéterminé ou douteux)  

Le statut global de l’échantillon était classé pMMR-IHC en cas de maintien d’expression des 4 pro-

téines MMR et dMMR-IHC en cas de perte d’expression d’une ou plusieurs protéines MMR ou non 

évaluable en IHC. 

2. Analyse moléculaire en PCR (Pentaplex-PCR) 

L’évaluation du statut MMR en biologie moléculaire par Pentaplex-PCR est une analyse molécu-

laire réalisée en routine dont l’ensemble des étapes (extraction d’ADN, amplification PCR et inter-

prétation des résultats) se déroule au sein de notre laboratoire. Elle a été réalisée au moment de 

l’évaluation du statut MMR dans la filière sanitaire pour les 138 échantillons tumoraux de la co-

horte d’intérêt alors que les 54 échantillons non tumoraux de la cohorte de contrôle ont été sélec-

tionnés et analysés pour cette étude.  

 Extraction de l’ADN 

L’extraction de l’ADN est réalisée à partir de tissu tumoral FFPE après sélection d’une zone la plus 

riche en cellules tumorales viables par le pathologiste en cerclant sur la lame HE la zone d’intérêt 

(« macrodissection ») afin de maximiser la concentration de l’échantillon d’ADN en ADN tumoral. 

Il est admis qu’un seuil minimal de 20% de cellularité tumorale est nécessaire pour réaliser une re-

cherche de MSI avec la technique Pentaplex-PCR.   

Les blocs ayant servis à l’extraction des 54 échantillons d’ADNs non tumoraux ont été sélectionnés 

au moment de l’étude : il s’agissait de blocs FFPE de muqueuse colique ou utérine saine, issus de 

pièces opératoires traitées dans notre laboratoire. 

De manière générale, l’extraction d’ADN est réalisée à partir d’un kit d’extraction MaxWell® 

PROMEGA en utilisant une technique d’extraction sur bille magnétique, permettant d’obtenir un 

échantillon d’ADN en suspension en milieu liquide. La concentration en ADN de l’échantillon est 

ensuite mesurée en ng/µL avec un fluoromètre Qubit (Thermo Fisher) avant d’être ramené à une 

concentration standard de 25 ng/µL. 
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 Protocole de la PCR  

Il s’agit d’un protocole « maison » développé et utilisé en routine au sein de notre laboratoire. 

La première étape consiste à réunir dans un même tube les éléments principaux nécessaires à la réa-

lisation d’une PCR multiplex, que sont l’ADN du patient, le mix d’amorces (avec les 5 couples 

d’amorces forward et reverse), l’ADN polymérase (Taq GOLD) et les dinucléotides.  

Les séquences des amorces sont détaillées en ANNEXE 1. 

 

Chaque ADN est amplifié en duplicat sur une plaque PCR en présence d’un témoin positif (T-MSI) 

et d’un témoin négatif (NTC), dans un thermocycleur Verity (Applied Biosystem®).  

Au terme de la PCR, les produits d’amplification sont déposés dans le séquenceur capillaire Beck-

man CEQ Genetic Analysis System 8800 (Beckman-Coulter®) pour migration en électrophorèse 

capillaire. Les signaux obtenus sont enfin étudiés en analyse de fragments à l’aide du logiciel 

GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System version 10.2 (Beckman-Coulter ®). 

 Analyse des résultats 

A l’issue de l’électrophorèse capillaire, les signaux de fluorescence sont captés et matérialisés sous 

la forme d’un électrophorégramme.  

Pour chaque échantillon, le pathologiste a analysé individuellement 5 électrophorégrammes (un par 

microsatellite) afin d’établir le statut PCR de l’échantillon selon les indications suivantes : 

* Statut MSS si aucun marqueur instable sur les 5 marqueurs analysés 

* Statut MSI-L si 1 marqueur instable sur les 5 analysés, après avoir éliminé un potentiel po-

lymorphisme en comparant l’ADN tumoral à l’ADN normal du patient 

* Statut MSI-H à partir de 2 marqueurs instables 

 

En cas d’interprétation difficile du statut Pentaplex-PCR ou en cas de statut MSI-L, une analyse 

comparative avec de l’ADN issu de tissu normal a été réalisée (à condition d’avoir accès à du tissu 

non tumoral pour ce patient). Chaque échantillon a été analysé en duplicat.  

Au terme de l’analyse, les résultats ont été transcrits dans un compte-rendu de biologie moléculaire 

et transmis au prescripteur. 

 

D. PCR HSP110 T17 

Pour mettre au point le protocole de la PCR HSP110 T17 (HT17) et l’algorithme d’interprétation du 

profil du marqueur, nous nous sommes basés sur la méthode décrite dans l’article publié en 2016 

par Buhard et al. (86) 
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1. Méthode décrite par Buhard et al (2016) 

L’étude en question avait pour objectif d’évaluer si l’analyse du microsatellite T17 permettait 

d’améliorer et de simplifier le diagnostic de phénotype MSI dans le cancer du côlon. 

 Etude d’HT17 sur ADN germinal 

La première partie de leur étude consistait à déterminer le profil basal du marqueur HT17 en popu-

lation générale. Pour cela ils ont réalisé une analyse préliminaire de 1037 échantillons d’ADN ger-

minal issus du panel du Human Genome Diversity Project (HGDP) et du Centre d’Etude du Poly-

morphisme Humain (CEPH). 

La gamme allélique d’HT17 (QMVR) établie sur ces 1037 échantillons était très étroite, avec seu-

lement trois allèles différents : T16 (27,8%), T17 (72,1%) et T18 (0,1%), dont les tailles respectives 

étaient de 145, 146 et 147 pb. Ces trois allèles s’articulaient autour de trois profils canoniques : 

* Le profil homozygote T17/T17 (57,6%),  

* Le profil hétérozygote T16/T17 (29,4%) 

* Le profil homozygote T16/T16 (13%) 

 

Figure 15 : Profil d'HT17 et des autres microsatellites en population générale (Buhard et al, 2016). 
En haut, les trois profils canoniques de HT17. 
Les trois diagrammes du bas représentent, pour chaque microsatellite : B) l’amplitude de l’effet glis-
sement de la polymérase ; C) le QMVR et D) la distance en pb entre le QMVR et les variants allé-
liques situés en dehors de ce QMVR. 
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La FIGURE 15 et l’ANNEXE 2 comparent le QMVR des marqueurs du panel Pentaplex et d’HT17. 

Au final, le QMVR d’HT17 était beaucoup plus étroit que ceux des microsatellites du panel Penta-

plex et contrairement à eux, HT17 ne présentait aucun allèle en dehors de son QMVR.  

 

Le profil d’HT17 en PCR était très net, avec un ou deux pics principaux en regard de T16 et/ou T17 

et deux pics échos situés à -1 pb (T15) et -2 pb (T14). 

Il était nécessaire de pouvoir distinguer ces pics échos de véritables allèles aberrants, plus courts de 

-1 ou -2 pb. Pour cela, ils ont quantifié la hauteur de ces pics échos dans la population générale en 

mesurant des ratios de hauteur de pics entre les allèles T14 et T16 (ratio R1) et entre les allèles T15 

et T16 (ratio R2) sur les 1037 échantillons d’ADN germinal. Ils ont ensuite déterminé la hauteur 

« normale » maximale de ces pics échos à partir de la valeur maximale de ces ratios (R1 : 0,15 et 

R2 : 0,5) afin de s’en servir comme seuil décisionnel dans la population tumorale et différencier les 

pics échos (R1 et R2 ≤ seuils) des allèles aberrants (R1 et/ou R2 > seuils). 

 

 Etude d’HT17 sur ADN tumoral 

Ils ont ensuite étudié le comportement de HT17 en PCR sur une cohorte de 685 ADNs extraits de 

tumeurs colorectales. Le statut d’instabilité microsatellitaire en Pentaplex-PCR avait été établi anté-

rieurement au moment du diagnostic. 

 

Pour l’interprétation du statut d’HT17, ils se sont basés sur une analyse en deux phases avec une 

première interprétation visuelle de la répartition des allèles en analyse de fragments et dans un se-

cond temps le calcul des ratios de hauteur de pics R1 et R2. Les échantillons étaient alors classés de 

la façon suivante :  

1. Analyse du profil visuel de l’échantillon : 

Profil visuel altéré (avec l’apparition d’allèles aberrants) : classé MSI 

Profil visuel non modifié : calcul des ratios R1 et R2 

↓ 
2. Calcul des ratios de hauteur de pics R1 et R2 : 

Ratios R1 et R2 inférieurs aux seuils respectifs de 0,15 et 0,5 : classé MSS 

Ratios R1 et/ou R2 supérieur(s) aux seuils respectifs de 0,15 et 0,5 : classé MSI-R 

 

L’algorithme d’interprétation est résumé par la FIGURE 16. 
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2. Implémentation de la PCR HSP110 T17 dans notre laboratoire 

Les séquences des amorces HT17 utilisées par Buhard et son équipe n’étaient pas décrites et le sé-

quenceur capillaire utilisé n’était pas le même que celui de notre laboratoire.  Pour ces raisons, nous 

avons dû mettre au point dans notre laboratoire un protocole de PCR « maison » spécifiquement 

dédié à l’analyse d’HT17 (PCR simplex), nécessitant : i) le design d’un couple d’amorces spéci-

fiques ; ii) la détermination des paramètres d’hybridation en PCR adaptés à ce couple d’amorces ; 

iii) l’utilisation d’une polymérase avec activité de relecture afin de limiter les artefacts de glisse-

ment et l’apparition de pics surnuméraires (pics échos) potentiellement confondables avec des al-

lèles aberrants ; iiii) l’optimisation du signal de fluorescence (détectable mais non saturé) afin de 

pouvoir déterminer de façon fiable les ratios R1 et R2. 

 

Les amorces forward et reverse ont été manuellement conçues à partir d’un logiciel en prenant la 

version hg19 comme version référence du génome humain.  

Figure 16 : Algorithme d'interprétation du profil HT17 (adapté de Buhard et al (2016)). 
MSI : instabilité microsatellitaire définie sur la visualisation du profil ; MSI-R = instabilité microsa-
tellitaire définie sur le calcul des ratios ; MSS = stabilité microsatellitaire (profil visuel non altéré et 
ratios R1 et R2 inférieurs aux seuils). 
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Pour définir les paramètres d’hybridation de la PCR, nous avons réalisé plusieurs tests en série à 

partir d’un échantillon témoin, en faisant varier la température d’hybridation (entre 55°C et 75°C 

puis entre 50°C et 55°C) et la durée d’hybridation (5 sec puis 15 sec). 

Pour optimiser l’intensité du signal et éviter toute saturation, nous avons réalisé de la même manière 

des tests en série faisant varier le volume de mix, la quantité d’ADN ainsi que le nombre de cycles 

d’amplification. 

Une fois que les conditions de PCR optimales ont été déterminées, l’ensemble des échantillons 

d’ADN normaux et tumoraux ont été amplifiés en PCR HT17 sur thermocycleur Veriti (Applied 

Biosystem®). 

3. Application sur les deux cohortes de l’étude 

 Analyse de la cohorte contrôle 

Comme Buhard et al, nous avons commencé par analyser les 54 échantillons d’ADN sains de la 

cohorte de contrôle afin de caractériser le profil basal d’HT17 avec les amorces et les conditions de 

PCR employées dans notre laboratoire. Chaque échantillon a été analysé par deux pathologistes 

(AV et JS) dans le but de récolter les informations suivantes : 

* Gamme allélique d’HT17 : nombre d’allèles normaux, identification de T16 et T17 

* Type de profil retrouvé : homozygote, hétérozygote. 

Le but de cette analyse était également de se familiariser avec l’allure visuelle du profil basal 

d’HT17 et de déterminer la valeur maximale des ratios R1 et R2 qui serviront de seuils pour 

l’analyse des échantillons de la cohorte d’intérêt. 

 

 Analyse de la cohorte d’intérêt 

La deuxième étape était d’analyser le profil des échantillons d’ADN tumoraux de la cohorte 

d’intérêt. Chaque échantillon a été analysé par deux pathologistes en suivant la méthode 

d’interprétation décrite par Buhard et al, avec une première interprétation visuelle du profil visant à 

séparer les échantillons au profil altéré univoque (classés MSI) des échantillons au profil peu modi-

fié nécessitant une deuxième phase de mesures des ratios R1 et R2. Les échantillons avec une va-

leur de R1 et/ou R2 au-delà du seuil déterminé sur la cohorte contrôle étaient classés MSI-R et ceux 

avec des valeurs R1 et R2 sous ce seuil étaient classés MSS. 
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E. Recherche de l’instabilité microsatellitaire en NGS 

1. Qualification d’un échantillon pour une analyse NGS  

L’analyse NGS sur tissu FFPE a été implémentée dans notre laboratoire en 2015. Elle est depuis 

utilisée en routine à visée théranostique ou pronostique.  

Une analyse NGS nécessite une quantité minimale de 20 ng d’ADN par échantillon et un ADN de 

bonne qualité. Pour évaluer la qualité de l’ADN et la quantité présente dans un échantillon donné, et 

déterminer si celles-ci sont suffisantes pour l’analyse NGS, l’ingénieur de notre laboratoire (David 

Grand) a développé une technique de PCR quantitative (ou qPCR) basée sur la technologie 

SYBR™ (Applied Biosystems™). Cette technique permet de quantifier en temps réel un signal de 

fluorescence au fil des cycles d’amplification dans le but de déterminer, pour chaque échantillon 

d’ADN, le nombre de cycle de PCR nécessaire pour atteindre un seuil prédéfini de fluorescence 

(appelé Ct pour « threshold cycle »). La séquence amplifiée au cours de cette PCR est une séquence 

de 149 pb (appelée ici FTH1), située au niveau d’un « gène de ménage » (gène présent de façon 

ubiquitaire chez les individus et non soumis au polymorphisme). Un Ct élevé témoigne d’un ADN 

fragmenté et donc d’une qualité moindre. 

Les résultats de la qPCR permettent ainsi de déterminer, en fonction du Ct mesuré et de la concen-

tration initiale de l’échantillon d’ADN (en ng/µL), les paramètres de dilution permettant d’obtenir 

une quantité de 20 ng d’ADN dans un volume total de 23 µL nécessaire au séquençage NGS.  

Si nous disposions d’assez d’ADN dans l’échantillon pour l’analyse NGS, alors l’échantillon était 

qualifié pour le NGS. Dans le cas contraire, celui-ci était écarté de l’analyse.  

2. Technique NGS utilisée dans le laboratoire 

Au moment où nous avons débuté ce travail, la technique NGS employée en routine dans le labora-

toire était celle du séquençage par synthèse développée par Illumina® sur un séquenceur MiSeq DX 

Illumina®. Il s’agissait d’un séquençage par technique amplicon, à partir de kits de préparation des 

librairies Truseq Custom Amplicon commercialisées par Illumina, à partir d’un panel customisé 

pour les besoins de notre laboratoire. Ce panel était constitué de 35 gènes d’intérêt théranostiques 

recommandés par l’INCa (panel INCa-V2), auxquels nous avons rajouté 7 cibles microsatelli-

taires : BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR22, NR27 et HT17. ANNEXE 3 

 

Nous avons fait ce choix dans le but de nous permettre d’analyser en une même analyse NGS, à la 

fois les marqueurs théranostiques classiques (mutations KRAS, NRAS et BRAF) et l’instabilité mi-

crosatellitaire. 
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Pour notre travail nous avons utilisé une flow cell MiSeq V3, qui nous a permis de séquencer 

jusqu’à 21 échantillons par run NGS. 

L’analyse des mutations (SNV) avec le panel INCa-V2 nécessite l’utilisation d’un pipeline 

d’analyse spécifique, qui comporte les logiciels suivants : 

* Acquisition des données de séquençage : MiSeq Control software version v2.5.0.5 

* Démultiplexage et base calling : MiSeq Reporter version 2.6.2 

* Annotation et variant calling : Amplicon DS v.1.1.13.0 et ADIVaR v1.3.0 

Les cibles ont été analysées via la version hg19 du génome de référence, avec un seuil de détection 

des variants de 3% de fréquence allélique pour une profondeur minimale de 300 reads. 

Nous avons mis au point un pipeline d’analyse spécifique pour la recherche d’instabilité microsatel-

litaire, que nous allons détailler juste après. 

3. Analyse de l’instabilité microsatellitaire en NGS 

En plus du pipeline d’analyse NGS pour l’analyse des variants du panel INCa-V2, l’ingénieur bio-

informatique de notre laboratoire (Frédéric Escudié) a développé un pipeline bio-informatique spé-

cifique à l’analyse des séquences microsatellitaires : le logiciel MIAmS.  

 Logiciel MIAmS : concept général 

La méthode employée par le logiciel MIAmS a été publiée en 2019 en vue de sa mise en place dans 

le laboratoire. (35) Le logiciel utilise le concept du « machine learning » (ou apprentissage ma-

chine) afin de prédire le statut d’instabilité microsatellitaire, par le biais de 2 phases : 

 

◼  Une phase d’apprentissage (« MIAmS_learn »), dont le but est de créer, pour chaque cible 

microsatellitaire (ou locus), un modèle de répartition des longueurs de reads correspondant à 

un profil MSS et à un profil MSI. Cette étape d’apprentissage nécessite un minimum de pro-

fondeur d’analyse (variable selon le locus4) et s’appuie sur un fichier annoté « référence », 

qui liste le statut de chaque locus pour les échantillons utilisés pour l’apprentissage. Cela 

permet aux classifieurs que MIAmS utilise (mSINGS et RandomForrest) d’étiqueter auto-

matiquement les données utilisées pour cette phase d’apprentissage. En effet, chacun des 

classifieurs va établir à partir de ces données et d’une manière qui lui est spécifique, un al-

gorithme permettant de départager les échantillons MSS des échantillons MSI : 

o Par exemple, mSINGS s’appuie sur l’aspect général du profil de taille des répétitions 

pour les échantillons MSS. Le profil s’apparente à une courbe de Gausse (avec un 

pic central).  
 

4 Profondeur minimale non atteinte pour NR24, ce qui explique que le marqueur ait été écarté de notre ana-
lyse et qu’il ne figure pas dans les explications qui suivent. 
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o RandomForrest (ou « forêt d’arbres décisionnels ») s’appuie sur une tout autre mé-

thode. Comme son nom l’indique, il va élaborer à partir des données qu’on lui four-

nit, plusieurs arbres décisionnels permettant de classer de façon la plus fiable le sta-

tut de l’échantillon comme MSS ou MSI. 

 

◼ Une phase de prédiction (« MIAmS_tag »), au cours de laquelle chaque classifieur va ap-

pliquer la méthode de classification qu’il aura élaboré lors de la phase d’apprentissage pour 

classer le statut de chaque microsatellite pour tous les échantillons non analysés dans 

l’apprentissage. 

 

A l’issue du run NGS, les deux classifieurs fournissent chacun pour un locus donné : 

◼ Un statut (MSS, MSI, Indéterminé) 

◼ Un score de confiance (en %) à l’échelle du locus (RandomForrest) 

◼ Un score de confiance (en %) à l’échelle de l’échantillon (RandomForrest et mSINGS) 

Ces scores de confiance tiennent compte de la profondeur et du nombre minimal de microsatellites 

nécessaire à la prédiction du statut. 

Figure 17 : Interface de visualisation des données de l'instabilité microsatellitaire en NGS.  
© Escudié et al, 2019. 
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Au terme de l’analyse, les données sont fusionnées, stockées dans un fichier JSON (JavaScript Ob-

ject Notation) et rapportées dans un fichier HTML permettant la visualisation des résultats via une 

interface lisible pour le pathologiste/biologiste moléculaire. FIGURE 17 

 Application à notre travail 

i. Adaptation de l’apprentissage à la population étudiée 
Afin de s’assurer que le logiciel MIAmS prédise de façon la plus fiable possible le statut de nos 

échantillons, il a été nécessaire de réaliser en amont un apprentissage adapté à la population ciblée. 

En effet, lors de la publication de la méthode MIAmS en 2019, les données avaient été obtenues 

après réalisation d’un apprentissage basé sur une cohorte d’échantillons de tumeurs MSI et MSS : 

cet apprentissage n’était donc pas adapté à notre travail, qui s’appuie uniquement sur des échantil-

lons de tumeurs MSI et de tissu normal. 

Les échantillons utilisés pour la phase d’apprentissage proviennent en général d’une cohorte prévue 

à cet effet, ce qui n’était pas le cas pour ce travail. Nous avons donc utilisé pour cet apprentissage 

les échantillons d’ADN qualifiés parmi nos deux cohortes d’échantillons d’ADN normaux et 

d’ADN tumoraux.  

ii. Création d’un fichier annoté « référence » 
Comme expliqué précédemment, le logiciel MIAmS s’appuie au cours de la phase d’apprentissage 

sur un fichier texte « référence » qui liste le statut de chaque locus pour l’ensemble des échantillons 

utilisés pour cette phase d’apprentissage. Il a donc fallu créer ce fichier référence spécifique à notre 

travail. 

 

Nous avons réalisé deux apprentissages différents (FIGURE 18), basés chacun sur un fichier réfé-

rence spécifique : 

• Un apprentissage basé sur le statut « global » de l’échantillon en Pentaplex-PCR 

Pour ce premier apprentissage, nous avons attribué à chaque échantillon (normal et tumoral) un 

statut référence qui était le statut « global » de l’échantillon avec la Pentaplex-PCR. Le statut était 

disponible pour 190 des 192 échantillons et était référencé comme MSS ou MSI.  

Deux échantillons d’ADN de la cohorte non tumorale n’ont pas pu être analysés en NGS à cause 

d’un épuisement du matériel : le statut de référence a donc été noté comme indéterminé. 

 

• Un apprentissage basé sur le statut individuel des marqueurs 

Pour ce deuxième apprentissage, nous avons utilisé comme statut de référence le statut individuel 

des marqueurs microsatellitaires en PCR. 
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Pour les marqueurs microsatellitaires communs au panel NGS et au panel Pentaplex (BAT25, 

BAT26, NR21, NR22), nous avons attribué comme statut de référence le statut du marqueur déter-

miné en Pentaplex-PCR. Pour HT17, nous avons utilisé comme statut de référence le statut de 

l’échantillon en PCR HT17 après l’étape de calculs des ratios (si celle-ci avait été nécessaire). 

Le statut de référence était noté comme MSS, MSI ou indéterminé. 

 

Nous avons fait face à deux problèmes lors de l’attribution des statuts de référence : 

• Nous ne disposions pas de statut de référence pour le marqueur NR27 puisque celui-ci ne fai-

sait pas parti du panel de la Pentaplex-PCR utilisé dans le laboratoire ; 

• Les 54 échantillons d’ADN normaux ayant été sélectionnés spécifiquement pour la validation 

de la PCR HT17, ils n’avaient pas été analysés en Pentaplex-PCR : par conséquent, nous ne 

disposions pas pour ces échantillons de statut de référence pour BAT25, BAT26, NR21 et 

NR22. 

 

Pour remédier à ce problème et fournir tout de même un statut de référence pour tous les microsa-

tellites et tous les échantillons, deux pathologistes (AV et JS) ont visualisé et interprété manuelle-

ment les profils de l’ensemble des échantillons d’ADN (normaux et tumoraux) en NGS INCa-V2. 

TABLEAU 2 

 

 

 

Figure 18 : Représentation schématique des apprentissages réalisés pour ce travail. 
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 Tumoral Normal 

→ 

 Tumoral Normal 

BAT25 Pentaplex-PCR Non fait BAT25 Pentaplex-PCR NGS manuel 

BAT26 Pentaplex-PCR Non fait BAT26 Pentaplex-PCR NGS manuel 

NR21 Pentaplex-PCR Non fait NR21 Pentaplex-PCR NGS manuel 

NR22 Pentaplex-PCR Non fait NR22 Pentaplex-PCR NGS manuel 

NR27 Non fait Non fait NR27 NGS manuel NGS manuel 

HT17 PCR HT17 PCR HT17 HT17 PCR HT17 PCR HT17 

 
Tableau 2 : Statuts de référence des microsatellites utilisés pour l'apprentissage de MIAmS sur le statut du 

marqueur (statut de la PCR ou de l’analyse manuelle du NGS). 
 

Pour éviter toute influence potentielle dans l’interprétation des profils, l’analyse « manuelle » du 

NGS a été réalisée en aveugle des résultats des Pentaplex-PCR et PCR HT17 ainsi que du type tu-

moral. Cette interprétation s’est déroulée en deux étapes, avec : 

1. Une première étape d’analyse des échantillons d’ADN normaux, afin de caractériser la 

gamme allélique de chaque microsatellite (nombre d’allèles différents, longueur de ces al-

lèles) et d’identifier la présence de polymorphismes ;  

2. Une deuxième étape d’analyse des échantillons d’ADN tumoraux, lors de laquelle chaque 

locus a été classé en MSS, MSI ou indéterminé selon le profil de répartition des allèles : 

• Le statut du locus était classé MSS s’il présentait exclusivement des allèles identifiés 

en population non tumorale 

•  En cas d’identification d’allèle(s) aberrant(s) (non retrouvés en population non tumo-

rale), le statut du microsatellite était classé comme MSI 

• En cas de doute (profil équivoque), le statut était classé comme indéterminé. 

NB : nous avons interprété le statut de tous les microsatellites au cours de cette deuxième étape 

mais avons exploité uniquement le statut de NR27. 

 

Au final, pour ce deuxième apprentissage, le fichier texte référence faisait figurer les éléments 

d’informations suivants : le numéro de l’échantillon, le statut de référence des microsatellites 

BAT25, BAT26, NR21 et NR22 déterminé en PCR ou en NGS (pour les échantillons non tumo-

raux), le statut de référence de NR27 déterminé en NGS, le statut de référence du microsatellite 

HT17 en PCR et le statut « global » de l’échantillon en Pentaplex-PCR. 
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iii.  Cycles d’apprentissage et d’acquisitions des données 
Comme mentionné précédemment, la phase d’apprentissage du logiciel MIAmS nécessite habituel-

lement l’emploi d’échantillons spécifiques dédiés à cet effet, ce dont nous ne disposions pas pour 

notre étude en raison des coûts supplémentaires que la constitution d’une telle cohorte aurait engen-

dré pour le laboratoire. Nous avons donc utilisé les échantillons d’ADN normaux et tumoraux déjà 

rassemblés pour notre étude afin de constituer un pool global d’échantillons : le logiciel MIAmS a 

ensuite sélectionné de façon aléatoire un sous-ensemble d’échantillons (60% du pool) pour consti-

tuer une cohorte « test ». Le reste des échantillons du pool (40%) constituait alors la cohorte de 

« validation ».   

A partir de ces cohortes test et validation, le logiciel MIAmS a exécuté la phase d’apprentissage et 

la phase de prédiction (cf. section précédente) en parallèle au cours d’une seule et unique séquence 

temporelle que nous avons appelé un « cycle », avec : 

▪ La phase d’apprentissage à partir des données des échantillons de la cohorte « test », réfé-

rencées dans le fichier texte référence ; 

▪ La phase de prédiction où les échantillons de la cohorte de « validation » sont classés par les 

deux classifieurs. 

Figure 19 : Cycles d'apprentissage et d'acquisition des données via MIAmS. 
Chaque cycle débute avec la constitution d’une cohorte test (rond rayé) et d’une cohorte de valida-
tion (rond plein) : par exemple ici, la cohorte test représente 30% des échantillons totaux et la cohorte 
de validation les 70% restants. A la fin de chaque cycle, les données acquises par le logiciel à partir de 
la cohorte de validation sont archivées dans un fichier texte global. 
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Chaque cycle aboutit donc à la création d’un jeu de données spécifique et unique listant pour les 

échantillons de la cohorte de validation : le statut attendu (statut de la PCR), le statut observé en 

NGS et un score de confiance. 

Au total le logiciel a répété cette opération 200 fois pour chaque type d’apprentissage (200 cycles 

par apprentissage, 400 cycles au total), en définissant de façon aléatoire au début de chaque cycle 

une nouvelle cohorte « test » et une nouvelle cohorte de « validation ». FIGURE 19 

iv. Exploitation des données 
Les 200 jeux de données obtenus au terme des 200 cycles ont ensuite été fusionnés dans un fichier 

texte global (un par apprentissage), à partir duquel nous avons mesuré plusieurs indicateurs : 

 

◼ La conformité de la technique NGS vis-à-vis des résultats la Pentaplex-PCR, définie par la 

capacité du logiciel MIAmS à prédire pour un marqueur donné, un statut en NGS identique 

au statut du marqueur déterminé en Pentaplex-PCR. 

Pour cela nous avons comparé dans chaque jeu de données le statut du marqueur prédit en 

NGS avec son statut de référence en PCR pour un échantillon donné, afin de classer la pré-

diction du NGS comme « valide » (si concordance des deux statuts) ou « invalide » (si dis-

cordance des deux statuts). Nous avons ensuite calculé pour chaque marqueur la proportion 

de prédiction « valide » ou « invalide » sur l’ensemble des échantillons, ce qui aboutit à un 

« pourcentage d’exactitude » (ou « % of accuracy »), qui traduit la justesse de la technique 

NGS. Nous avons considéré que le statut du marqueur prédit par le logiciel MIAmS était 

conforme si le pourcentage d’exactitude médian était supérieur ou égal à 95% pour le mar-

queur donné. 

 

◼  La sensibilité des microsatellites en NGS, définie comme la capacité de chaque microsatel-

lite à prédire à lui seul le statut d’instabilité microsatellitaire de l’échantillon en NGS. 

Pour cela, nous avons répété un processus similaire à celui présenté précédemment, en com-

parant cette fois le statut du marqueur prédit en NGS au statut de référence de 

l’échantillon déterminé en PCR. 

 

◼ La sensibilité des différents panels pour le diagnostic d’instabilité microsatellitaire en NGS, 

en comparant le panel Pentaplex-NGS (BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR27) et un panel 

nommé Hexaplex-NGS (BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR27et HT17). 

De la même manière, nous avons comparé le statut de l’échantillon prédit en NGS par un 

panel donné (par ex, Pentaplex-NGS) et le statut de l’échantillon déterminé en PCR. 

 



47 
 

Les résultats finaux ont donc été exprimés en pourcentage d’exactitude (% accuracy) pour chaque 

marqueur et pour chaque panel en détaillant la médiane avec les 1ers et 3èmes quartiles et ont été mo-

délisés sous forme de diagrammes en boîte (ou boîte à moustache). FIGURE 20 

Les données d’exactitude ont été déclinées selon le type d’apprentissage (apprentissage sur le statut 

du marqueur en Pentaplex-PCR ou sur le statut de l’échantillon en Pentaplex-PCR) et selon le type 

tumoral (colorectal ou non colorectal). Par manque de puissance, les analyses pour chaque sous-

type tumoral n’ont pas été réalisées. 

 

Enfin nous avons analysé les résultats selon le seuil d’instabilité (2 marqueurs ou 3 marqueurs ins-

tables) : en effet, la littérature rapporte que les tumeurs non colorectales (comme les tumeurs de 

l’endomètre ou des voies urinaires) peuvent présenter des profils d’instabilité moins « évidents » 

que les tumeurs colorectales, avec seulement 2 ou 3 marqueurs instables. Nous avons donc voulu 

apprécier l’impact du seuil d’instabilité sur le statut final de l’échantillon lors d’une analyse en pa-

nel dans notre cohorte. 

 

 

Figure 20 : Schéma explicatif du traitement des données de l'analyse NGS. 
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v. Analyses statistiques 
Nous avons réalisé plusieurs analyses statistiques : 

▪ Les données d’exactitude obtenues avec les panels Pentaplex-NGS et Hexaplex-NGS ont été 

comparées entre les tumeurs colorectales et non colorectales à l’aide du test de Fisher ; 

▪ Les données d’exactitude obtenues toutes tumeurs confondues avec le marqueur HT17 et les 

panels Pentaplex-NGS et Hexaplex-NGS ont été comparées selon le type d’apprentissage 

réalisé à l’aide du test de Mac Nemar avec application d’une correction de continuité ; 

▪ Les données d’exactitude obtenues dans la population des tumeurs non colorectales avec le 

panel Pentaplex-NGS et avec le panel Hexaplex-NGS ont été comparées à l’aide du test de 

Mac Nemar, avec application d’une correction de continuité. 

 

Nous avons utilisé un seuil de significativité de 0,05 pour toutes les analyses.   
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IV. RESULTATS 

A. Caractéristiques anatomocliniques de la population d’étude 

Les 138 échantillons d’ADN étaient issus de 136 patients âgés de 20 à 94 ans (médiane 63 ans) avec 

parmi eux, deux patients atteints de tumeurs synchrones :  

▪ La patiente B59 avec une tumeur duodénale et une tumeur colique (colon droit) ; 

▪ Le patient B26 avec une tumeur gastrique et une tumeur rectale. 

 

Les principales caractéristiques anatomocliniques des 136 patients et de leurs 138 tumeurs sont ex-

posées dans le TABLEAU 3. 

  Nombre Total % 

Sexe 
Homme 59 136 43,4% 

Femme 77 136 56,6% 

Âge au diagnostic Médiane 63 ans [20-94 ans] 

Type tumoral 

Tumeur colorectale 108 138 78,3% 

Tumeur digestive non colorectale 10 138 7,2% 

Tumeur endométriale 14 138 10,1% 

Autre 6 138 4,3% 

Stade TNM au diagnos-
tic 

Stade 0 à III 73 81 90,1% 

Stade IV 8 81 9,9% 

Information manquante 57 

Traitement néoadju-
vant 

Oui 6 82 9,8% 

Non 76 82 92,8% 

Information manquante 56 

Tableau 3 : Caractéristiques anatomocliniques de la population d'étude. 
 

La majorité des patients présentait une tumeur résécable chirurgicalement d’emblée. Seul un faible 

pourcentage a reçu un traitement systémique néoadjuvant (9,8% des patients), dans la limite des 

données disponibles. 

La majorité des tumeurs étaient des tumeurs colorectales (108/138, 78,3%), endométriales (14/138, 

10,1%) ou encore digestives non colorectales (10/138, 7,2%). Nous disposions également de trois 

tumeurs ovariennes, d’une tumeur urothéliale, d’une tumeur cutanée (adénome sébacé) et une tu-

meur cérébrale (glioblastome). FIGURE 21 
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Parmi les 136 patients, 18 ont eu une maladie métastatique, qu’elle soit synchrone (8 patients) ou 

métachrones (10 patients). Parmi eux, 5 patients ont bénéficié d’une immunothérapie par inhibiteurs 

de checkpoints immuns avec une administration de pembrolizumab.  

Un sixième patient sans contexte de maladie métastatique a reçu une immunothérapie par pembro-

lizumab : il s’agissait d’un patient porteur d’un syndrome de Lynch présentant un cancer colorectal 

découvert à un stade local très avancé et dont l’évolution a été marquée par plusieurs récidives lo-

cales et locorégionales. Le pembrolizumab a été introduit au moment de la première récidive locale 

en complément de la chimiothérapie, dans un contexte d’intolérance au traitement anticancéreux et 

dans le but d’assurer au patient  un traitement optimal. 
 

 Nombre 

Immunothérapie 
(n = 6) 

Durée moyenne (mois) 19,5 [2 ; 49]  

Type de réponse 

  Réponse complète 2 

  Stabilisation 1 

  Absence de réponse 2 

  Réponse non précisée 1 

Tableau 4: Données concernant les patients ayant reçu une immunothérapie. 

Figure 21 : Composition de la cohorte d'intérêt. 



51 
 

La durée moyenne de l’immunothérapie était de 19,5 mois, avec une réponse variable selon les pa-

tients. TABLEAU 4 

B. Caractéristiques tumorales et moléculaires 

1. Données des échantillons tumoraux 

Les 138 échantillons d’ADN de la cohorte d’intérêt étaient extraits essentiellement à partir de tissus 

FFPE de pièces opératoires (92%) ayant emporté la tumeur primitive. Pour l’un des patients, nous 

disposions de la pièce opératoire d’une récidive locale.  

Dans la majorité des cas, nous disposions d’un prélèvement avec plus de 20% de cellules tumorales. 

La cellularité tumorale était la plupart du temps élevée et ça, grâce à la sélection par le pathologiste 

d’une zone d’intérêt riche en cellules tumorales sur la lame HE (macrodissection). TABLEAU 5 

 

Type tumoral 
Tout type 
tumoral 

Colorectal 
Endomé-

trial 
Digestif 
non CR 

Autre 

Prélèvement 
anatomopa-
thologique 

Pièce opératoire 127 102 12 8 5 

  du cancer primitif 124 100 12 8 4 

  d'une métastase 2 1 0 0 1 

  autre 1 1 0 0 0 

Biopsie 10 5 2 2 1 

  du cancer primitif 9 5 2 1 1 

  d'une métastase 1 0 0 1 0 

Donnée manquante 1 1 0 0 0 

% cellules 
tumorales 

< 20% 0 0 0 0 0 

20-30% 5 3 0 1 1 

30-50% 18 18 0 0 0 

> 50% 108 82 13 9 4 

Non précisé 7 5 1 0 1 

Macrodissec-
tion 

Non 4 4 0 0 0 

Oui 117 92 13 7 5 

Non précisé 17 12 1 3 1 

TOTAL 138 108 14 10 6 

Tableau 5 : Détails des prélèvements anatomopathologiques des échantillons tumoraux. 
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2. Statut MMR des tumeurs 

 Analyse immunohistochimique des protéines MMR 

Sur les 138 tumeurs de la cohorte d’intérêt, 134 présentaient une perte d’expression d’une ou plu-

sieurs protéines du système MMR (97,1%). Dans la grande majorité des cas il s’agissait d’une perte 

d’expression combinée des protéines MLH1 et PMS2 (100/138, 75,2%). On retrouvait de façon 

moins fréquente une perte d’expression des protéines MSH2 et MSH6 (22/138, 16,5%) ou une perte 

d’expression isolée de PMS2 ou de MSH6. Deux tumeurs présentaient une conservation de 

l’expression des 4 protéines.  

Enfin, le statut immunohistochimique n’a pu être déterminé pour deux tumeurs, soit parce que 

l’IHC n’avait pas été réalisée (1/138) soit à cause d’un échec technique (marquage équivoque : 

1/138). TABLEAU 6 

 

 
Pentaplex-PCR 

TOTAL 
Profil MSI-H Profil MSI-L 

Etude immuno-
histochimique 
des protéines du 
système MMR 

Phénotype dMMR-IHC par… 134 0 

134 

  
Perte d'expression combinée des 
protéines MLH1 et PMS2 

100 74,6% 

 
  

Perte d'expression combinée des 
protéines MSH2 et MSH6 

22 16,4% 

  Perte d'expression isolée de PMS2 6 4,5% 

  Perte d'expression isolée de MSH6 6 4,5% 

Phénotype pMMR-IHC par maintien 
de l'expression des 4 protéines 

1 1 2 

Phénotype indéterminé 2 0 2 

TOTAL 137 1 138 

Tableau 6 : Détails du profil MMR des échantillons tumoraux en immunohistochimie. 
 

Pour les deux patients avec tumeurs synchrones, nous avons étudié chaque tumeur de façon indé-

pendante : la synthèse de ces cas figure à la fin de cette section. 

 

 Analyse moléculaire en PCR Pentaplex (MSI-PCR) 

Par définition, tous les ADN tumoraux de notre cohorte avaient été analysés en Pentaplex-PCR. Sur 

les 138 tumeurs, 137 présentaient un profil MSI-H avec dans la majorité des cas 5 marqueurs ins-

tables (112/138, 81,8%) et une tumeur présentait un statut MSI-L. TABLEAU 7 
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Etude immunohistochimique 
des protéines MMR TOTAL 

dMMR-IHC pMMR-IHC Indéterminé 

Penta-
plex-PCR 
  

Profil MSI-H 134 1 2 

137 

  2 marqueurs instables 3 2,2% 0 0% 1 50% 

  3 marqueurs instables 8 6,0% 0 0% 0 0% 

  4 marqueurs instables 12 9,0% 1 100% 0 0% 

  5 marqueurs instables 111 82,8% 0 0 1 50% 

Profil MSI-L 0 1 0 1 

TOTAL 134 2 2 138 

Tableau 7 : Détails du profil MMR des échantillons tumoraux en biologie moléculaire. 
 

c. Statut MMR global de l’échantillon 

Au total, le statut MMR était concordant entre l’immunohistochimie et la PCR Pentaplex pour la 

grande majorité de nos échantillons (97,8% : 135/138) : une seule tumeur présentait un statut dis-

cordant. Les deux tumeurs restantes ne disposaient pas de statut MMR-IHC (IHC non réalisée ou 

marquage équivoque). 

 

La tumeur au profil discordant entre les deux techniques était d’origine colique et présentait un pro-

fil MSI-H (avec 4 marqueurs instables) en biologie moléculaire et un profil pMMR-IHC en immu-

nohistochimie. Devant la discordance de ces résultats, le patient avait été adressé en consultation 

d’oncogénétique afin de réaliser des analyses génétiques constitutionnelles : ces analyses avaient 

révélé la présence d’une mutation germinale du gène PMS2, signant ainsi le diagnostic de syndrome 

de Lynch. L’instabilité microsatellitaire retrouvée en biologie moléculaire était donc bel et bien 

valide et la tumeur était bel et bien dMMR. Les lames d’IHC avaient été relues en connaissance du 

diagnostic et montraient en réalité un marquage de la protéine PMS2 plus faible que pour les autres 

protéines. 

 

La tumeur dont le profil n’était pas analysable en immunohistochimie était une tumeur endomé-

triale. Le marquage était équivoque pour les protéines MLH1, MSH2 et PMS2 et non interprétable 

(échec) pour MSH6. Pour ce cas, il avait été plus difficile de trancher sur le statut MMR de la tu-

meur : en effet, l’analyse en biologie moléculaire avait un profil MSI-H mais avec seulement 2 

marqueurs instables sur les 5. De plus, il n’avait pas été possible de réaliser d’analyse comparative 

avec l’ADN normal puisqu’il s’agissait d’un prélèvement biopsique entièrement infiltré par la tu-

meur. Sans aide de l’immunohistochimie, le pathologiste avait finalement conclu que le statut 
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MMR de cette tumeur était non interprétable et qu’il devait être contrôlé sur pièce opératoire. Nous 

ne disposions pas de donnée d’oncogénétique pour cette patiente. 

La deuxième tumeur qui ne disposait pas de statut MMR-IHC était la tumeur B59, détaillée ci-

dessous. 

 

Concernant les deux patients aux tumeurs synchrones, les résultats étaient les suivants : 

▪ Pour la patiente B59 avec les tumeurs synchrones duodénale et colique : la tumeur duodé-

nale présentait un statut dMMR concordant entre la Pentaplex-PCR (profil MSI-H) et 

l’immunohistochimie (dMMR-IHC par perte d’expression combinée de MSH2 et MSH6). 

Le statut de la tumeur colique avait été déterminé uniquement en biologie moléculaire (IHC 

non faite) : elle présentait un profil MSI-H et avait donc été rendue avec un statut dMMR. 

Au final cette patiente avait été reçue en consultation d’oncogénétique pour rechercher un 

syndrome de Lynch : la mise en évidence d’une mutation germinale du gène MSH2 avait 

permis de confirmer le diagnostic. 

 

▪ Pour le patient B26 avec les tumeurs synchrones gastrique et rectale : le statut MMR était 

discordant entre les deux tumeurs. En effet, la tumeur rectale présentait un profil MSI-H en 

biologie moléculaire avec un profil dMMR-IHC concordant en immunohistochimie (perte 

d’expression des protéines MLH1/PMS2) : elle avait donc été rendue comme dMMR. La 

tumeur gastrique, quant à elle, présentait un profil MSI-L en Pentaplex-PCR et avait finale-

ment été rendue comme pMMR par le pathologiste devant le maintien de l’expression des 4 

protéines MMR en IHC. 

 

Le statut MMR final des tumeurs de la cohorte d’intérêt est détaillé en TABLEAU 8. 

 Nombre % 

Statut MMR de 
l'échantillon 

Statut dMMR 136 98,6% 

Statut pMMR 1 0,7% 

Statut MMR non interprétable 1 0,7% 

Tableau 8: Statut MMR des échantillons de la cohorte d'intérêt. 
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3. Analyses moléculaires complémentaires  

L’ensemble des données des analyses moléculaires complémentaires sont résumées en TABLEAU 9. 

Au final, 99 échantillons avaient bénéficié d’une recherche d’hyperméthylation du promoteur 

MLH1 en biologie moléculaire, en grande partie des tumeurs colorectales. Cette recherche de mé-

thylation était justifiée le plus souvent par la constatation d’une perte d’expression des protéines 

MLH1 et PMS2 en immunohistochimie (96%) : la perte d’expression immunohistochimique était 

corrélée à une inactivation sporadique de MLH1 par hyperméthylation de son promoteur dans 

71,6% des cas (68/95). C’était notamment le cas pour la tumeur rectale du patient B26 : pour rappel, 

ce patient était porteur d’une tumeur gastrique synchrone pMMR, il s’agissait donc d’un argument 

supplémentaire en faveur de l’origine sporadique de ces deux tumeurs. 

 

Quatre-vingts échantillons avaient également bénéficié de la recherche d’une mutation du gène 

BRAF, majoritairement des tumeurs colorectales (76/80). Seulement 24 d’entre elles présentaient 

réellement une mutation de BRAF : il s’agissait de la mutation p.V600E et elle était associée dans 

95,8% des cas à une hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 (23/24). 

 

Quatre tumeurs non colorectales ont également bénéficié de cette analyse : il s’agissait d’une tu-

meur ovarienne, d’une tumeur gastrique, d’une tumeur duodénale et d’un glioblastome. Aucune 

mutation BRAF n’avait été retrouvée pour ces tumeurs. 

Aucun des échantillons avec une perte d’expression isolée de PMS2 en IHC ne présentait 

d’hyperméthylation du promoteur MLH1. 

 

Dans notre cohorte, une tumeur présentait une mutation du gène BRAF V600E sans hyperméthyla-

tion du promoteur MLH1. Il s’agissait d’une tumeur colique, pour laquelle une perte d’expression 

des protéines MLH1 et PMS2 avait été mise en évidence en IHC : cependant, aucune hyperméthyla-

tion du promoteur de MLH1 n’avait pu être mis en évidence malgré deux essais techniques. La pa-

tiente avait donc été référée en consultation d’oncogénétique afin d’écarter formellement un syn-

drome de Lynch. La détection de la mutation BRAF pV600E était plutôt en faveur d’un cancer 

d’origine sporadique, ce qui a été confirmé plus tard par les analyses génétiques constitutionnelles 

qui ne retrouvaient aucune mutation germinale du gène MLH1. 
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Tableau 9 : Description des profils de méthylation du promoteur de MLH1 et du statut mutationnel de BRAF des échantillons de la cohorte d’intérêt, déclinés selon 
le type tumoral et le profil immunohistochimique. 

 

Méthylation du  
promoteur du gène 

MLH1 

Mutation V600E du gène 
BRAF 

Conjonction des analyses de méthylation de MLH1 
et du statut mutationnel de BRAF 

TOTAL 

présente recherchée présente recherchée 
MLH1 + 
BRAF + 

MLH1+ 
BRAF - 

MLH1 - 
BRAF + 

MLH1 - 
BRAF - 

 

Tumeurs colorectales (n = 108) 57 86 24 76 23 25 1 26 75 

  

Perte d'expression combinée des  
protéines MLH1 et PMS2 

57 82 24 72 23 25 1 23 72 

Perte d'expression isolée de la 
protéine PMS2 

0 4 0 3 0 0 0 3 3 

Autre profil en IHC 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Tumeurs endométriales (n = 14) 8 9 0 0 0 0 0 0 0 

  

Perte d'expression combinée des 
protéines MLH1 et PMS2 

8 9 0 0 0 0 0 0 0 

Perte d'expression isolée de la 
protéine PMS2 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Autre profil en IHC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Autres tumeurs (n = 16) 3 4 0 4 0 2 0 0 2 

  

Perte d'expression combinée des  
protéines MLH1 et PMS2 

3 4 0 4 0 2 0 0 2 

Perte d'expression isolée de la 
protéine PMS2 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Autre profil en IHC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL 68 99 24 80 23 27 1 26 77 
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4. Données oncogénétiques 

D’après les recommandations de l’INCa, 63 patients sur les 136 présentaient une indication de 

consultation d’oncogénétique (CO) pour l’une des raisons suivantes: TABLEAU 10 

• Tumeur de phénotype dMMR-IHC par perte d’expression de MSH2/MSH6 (n = 22)  

▪ Tumeur de phénotype dMMR-IHC par perte d’expression isolée de MSH6 (n = 6) 

▪ Tumeur de phénotype dMMR-IHC par perte d’expression isolée de PMS2 (n = 6) 

▪ Tumeur de phénotype dMMR-IHC par perte d’expression combinée de MLH1 et 

PMS2 sans hyperméthylation du promoteur MLH1 et/ou sans mutation BRAF retrou-

vées (n = 27) 

▪ Tumeur au profil discordant entre la biologie moléculaire et l’immunohistochimie (n = 

1) 

▪ Tumeur MSI-H en biologie moléculaire sans étude immunohistochimique (n = 1) 

 

Compte-tenu des informations re-

cueillies dans les dossiers cliniques, 

69 patients ne présentaient pas 

d’indication de CO. Nous ne dispo-

sions pas d’assez d’information 

pour évaluer l’indication ou non de 

CO pour les 4 patients restants. 

 
 

 Nombre 

Recherche de  
mutation germinale des 
gènes MMR 

Recherche effectuée 43 

  Absence de mutation 21 

  Mutation du gène MLH1 7 

  Mutation du gène MSH2 12 

  Mutation du gène MSH6 1 

  Mutation du gène PMS2 2 

Pas de recherche effectuée 1 

Information manquante 5 

Diagnostic final 

Tumeur sporadique 19 

Syndrome de Lynch prouvé 22 

Syndrome Lynch-like 3 

Information manquante 5 

Tableau 11 : Détails des 49 patients vus en consultation d'oncogénétique. 

 Patient reçu 
en CO 

Pas de CO 

Avec une indication de CO 40 23 

Sans indication de CO 8 61 

Données incomplètes 1 3 

Total 49 87 

Tableau 10 : Répartition des patients en consultation 
d'oncogénétique. 
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Au total, 49 patients ont été reçus en consultation d’oncogénétique (TABLEAU 11) dont la pa-

tiente B59 qui présentait deux tumeurs synchrones (duodénale et colique).  Parmi eux, 43 ont 

bénéficié d’une recherche de mutation germinale des gènes MMR, permettant d’identifier une 

mutation germinale d’un gène MMR et d’affirmer le diagnostic de syndrome de Lynch pour 

23 patients. Il s’agissait le plus souvent d’une mutation du gène MSH2 qui concordait dans 

100% des cas avec une perte d’expression de la protéine MSH2 en immunohistochimie. 

Un patient avait été vu en consultation d’oncogénétique mais n’avait pas bénéficié d’analyses 

génétiques constitutionnelles devant un contexte familial peu évocateur. 

 

Comme mentionné précédemment, la tumeur colique au profil discordant en Pentaplex-PCR 

(MSI-H) et en IHC (pMMR-IHC) était liée, au final, à une mutation germinale du gène PMS2. 

C. Résultats de l’analyse en PCR HSP110 T17 

1. Résultats de l’analyse de la cohorte contrôle (tissu non tumoral)  

 Profil basal d’HT17 

Figure 22 : Profils phénotypiques d'HT17 dans notre laboratoire. 
A gauche, un profil homozygote T16/T16 (90/90 pb), au centre, un profil hétérozygote T16/T17 
(90/91 pb) et à droite un profil homozygote T17/T17 (91/91 pb). 
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Les 54 échantillons d’ADN normaux ont pu être correctement amplifiés en PCR HT17, géné-

rant 108 allèles. Le profil était hautement monomorphique avec seulement deux allèles diffé-

rents à 90 et 91 bp, identifiés respectivement comme T16 et T17. Ces allèles se répartissaient 

selon trois profils phénotypiques : homozygote T16/T16 90/90 pb (12/54 : 22%), homozygote 

T17/T17 91/91 pb (28/54 : 52%) et hétérozygote T16/T17 90/91 (14/54 : 26%). FIGURE 22 

Par conséquent nous avons déterminé le QMVR d’HT17 comme étant de 90-91 pb dans les 

conditions PCR utilisées dans notre laboratoire. 

 Mesure des ratios de hauteur de pics R1 et R2 

Les ratios R1 et R2, correspondant respectivement aux ratios de hauteur entre les pics T14 (88 

pb) et T15 (89 pb) sur celle du pic T16 (90 pb), ont été calculés à partir des données brutes de 

PCR du séquenceur capillaire des 54 échantillons d’ADN normaux : la valeur maximale de 

R1 et de R2 en population normale servira de seuil pour l’analyse des profils des ADN tumo-

raux. 

Nous avons retrouvé les résultats suivants : 

▪ Ratio T14/T16 (R1) : valeur maximale de 0,1144 

▪ Ratio T15/T16 (R2) : valeur maximale de 0,489 

2. Résultats de l’analyse de la cohorte d’intérêt (tumeurs MSI) 

 Données de l’analyse en PCR HT17 

Figure 23 : Exemples de profils altérés d'HT17 en PCR. 
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Parmi les 138 échantillons d’ADN tumoraux, 132 ont pu être analysés en PCR HT17 : deux 

échantillons ont été écartés par épuisement du matériel et quatre échantillons n’ont pas pu être 

analysés en raison d’un échec technique (signal non amplifié). 

 

Le profil d’HT17 était considéré comme altéré s’il présentait de multiples allèles aberrants 

non retrouvés lors de l’analyse de la cohorte contrôle : ces allèles étaient généralement plus 

courts avec par conséquent, l’apparition de multiples allèles supplémentaires sur la gauche. 

FIGURE 23 

C’était le cas pour 106 échantillons, qui ont été classés directement comme MSI. 

Nous avons retrouvé un profil sensiblement normal pour les 26 autres échantillons, nécessi-

tant alors une étape supplémentaire de calcul des ratios R1 et R2 : 21 échantillons présentaient 

des ratios R1 et/ou R2 au-delà du seuil déterminé dans la cohorte contrôle et ont donc été 

conclus comme MSI-R. 

Les 5 échantillons restants ne présentaient pas d’élévation pathologique de R1 ni de R2 et ont 

donc été classés comme MSS. 

Les résultats des 138 échantillons sont résumés dans le TABLEAU 12. 

Tableau 12 : Résultats de l'analyse d'HT17 en PCR. 
 

 Performance du marqueur HT17 en PCR 

Au total, l’analyse du marqueur HT17 en PCR a permis d’établir un profil MSI pour 127 des 

132 échantillons analysés (soit 96,2%). Cinq échantillons présentaient un profil HT17 non 

altéré et des ratios R1 et R2 non pathologiques. 

Parmi ces 132 échantillons, 128 présentaient un profil concordant entre les deux techniques 

(TABLEAU 13). Pour rappel, la tumeur gastrique au profil MSI-L en Pentaplex-PCR avait fina-

lement été rendue comme pMMR par le pathologiste devant le maintien de l’expression des 4 

protéines en IHC. Cette tumeur présentait un profil MSS en PCR HT17, ce qui était donc con-

cordant.  

 
Analyse visuelle  

du profil 
Statut final après mesure  

des ratios 
Nombre % 

PCR HT17 

Profil altéré MSI 106 76,8% 

Profil non altéré 26 18,8% 

 
MSI-R 21 15,2% 

MSS 5 3,6% 

Echec technique/épuisement du matériel 6 4,3% 
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Statut de l’échantillon en Pentaplex-PCR 

TOTAL 
MSI-H MSI-L 

Profil HT17 
en PCR 

MSI ou MSI-R 127 0 127 

MSS 4 1 5 

TOTAL 131 1 132 

Tableau 13 : Statuts d'instabilité microsatellitaire en PCR HT17 et en Pentaplex-PCR. 
 

L’analyse du marqueur HT17 n’a pas réussi à classer correctement 4 échantillons : il 

s’agissait de trois tumeurs endométriales et d’une tumeur rénale, toutes de profil MSI-H en 

Pentaplex-PCR et pour lesquelles nous avions constaté en immunohistochimie une perte 

d’expression, soit isolée de la protéine MSH6 (n = 2), soit combinée des protéines 

MLH1/PMS2 (n = 2). Une hyperméthylation du promoteur MLH1 avait notamment été re-

trouvée pour ces deux dernières tumeurs.  Il s’agit donc ici de quatre faux-négatifs de la PCR 

HT17. 

La tumeur colique qui présentait un profil discordant entre la Pentaplex-PCR (MSI-H) et 

l’IHC (pMMR) présentait un profil MSI en PCR HT17. Nous rappelons que l’instabilité mi-

crosatellitaire de cette tumeur avait finalement été confirmée grâce à l’analyse oncogénétique, 

qui avait rapporté la présence d’une mutation du gène MSH2. La PCR HT17 a donc réussi à 

classer correctement cette tumeur comme MSI. 

3. Performances globales de la PCR HT17  

Au total, si l’on considère les 132 échantillons tumoraux et les 54 échantillons normaux ana-

lysés en PCR HSP110 T17 (TABLEAU 14), le marqueur HT17 retrouve un statut d’instabilité 

microsatellitaire concordant avec la Pentaplex-PCR dans 97,8% des cas (182/186).  
 

PENTAPLEX-PCR 
PCR HT17 

TOTAL 
MSI MSS 

Cohorte  
tumorale  
(n = 132) 

Tumeurs colorectales (n = 103) 
MSI 103 0 103 

MSI-L 0 0 0 

Tumeurs non colorectales (n = 29) 
MSI 24 4 28 

MSI-L 0 1 1 

Cohorte normale (n = 54) MSS 0 54 54 

TOTAL 127 59 186 

Tableau 14 : Performances globales de la PCR HSP110 T17. 
Nous comparons ici le statut de l’échantillon en Pentaplex-PCR et du statut obtenu en PCR HT17 

sur le total des échantillons analysés par cette PCR (tumoraux et normaux), en différenciant le type 
tumoral. 
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Toutes tumeurs confondues, la PCR HT17 présente une sensibilité de 96,9% et une spécificité 

de 100%. La PCR HT17 est nettement plus sensible dans les tumeurs colorectales que dans 

les tumeurs non colorectales (100% versus 85,7%). La spécificité de la PCR HT17, quant à 

elle, reste équivalente quel que soit le type tumoral. TABLEAU 15 
 

 

PCR HT17 
Toutes tumeurs 

confondues 
Tumeurs  

colorectales 
Tumeurs non 
colorectales 

Sensibilité 96,9% 100% 85,7% 

Spécificité 100% 100% 100% 

Concordance du statut de 
l’échantillon en PCR HT17 et en 
Pentaplex-PCR 

97,8% 100% 96,3% 

Tableau 15 : Déclinaison des performances de la PCR HT17 selon le type tumoral. 
 

D. Résultats de l’analyse MSI en NGS 

Sur nos 192 échantillons d’ADN (138 tumoraux et 54 normaux), 190 ont pu être analysés en 

technique NGS. Deux échantillons d’ADN tumoraux étaient épuisés et ont été écartés de 

l’analyse. 

 

Comme expliqué précédemment, afin que le logiciel MIAmS puisse correctement interpréter 

les échantillons de nos cohortes, nous avons réalisé un apprentissage spécifique au type 

d’échantillons analysés, c’est-à-dire des tumeurs MSI et du tissu normal. (cf. p.43) 

Nous avons décidé de réaliser deux apprentissages différents : un apprentissage basé sur le 

statut PCR des marqueurs (réalisé sur 200 cycles d’apprentissage) et un apprentissage basé 

sur le statut global de l’échantillon en PCR (également réalisé sur 200 cycles 

d’apprentissage). 

1. Evaluation de la conformité de la technique NGS avec les résultats 
de la Pentaplex-PCR 

La 1ère étape de notre travail sur le NGS était d’évaluer si les résultats de l’analyse 

d’instabilité microsatellitaire en NGS étaient bien conformes avec ceux de la Pentaplex-PCR. 

Nous nous sommes basés pour cela sur les données obtenues via l’apprentissage par statut du 

marqueur et nous avons vérifié, pour chaque marqueur, que le statut prédit par MIAmS était 

bien concordant avec le statut de référence du marqueur en Pentaplex-PCR. 

Le marqueur NR27 a été écarté de cette analyse puisqu’il ne possédait pas de statut de réfé-

rence en PCR. Le marqueur NR24 n’a pas non plus été étudié, cette fois pour des raisons 
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techniques. En effet, nous avons rencontré des difficultés pour amplifier la séquence de 

NR24, ce qui s’est traduit par des profondeurs inférieures au seuil d’interprétabilité (300 

reads). Nous n’avons donc jamais pu séquencer NR24 en NGS. C’est pour cette raison qu’il 

ne figure pas dans les analyses qui suivent. 

Dans la majorité des cas, le statut prédit par le logiciel MIAmS pour un marqueur donné était 

concordant avec son statut de référence en PCR. Le taux de concordance des deux statuts était 

similaire pour les marqueurs BAT26, NR21, NR22 et HT17 (médianes de 97,3% pour 

BAT26, NR21 et NR22 et 97,2% pour HT17). Il était cependant moins efficace pour prédire 

le statut de BAT25 (95,9%). FIGURE 24 

Cette 1ère étape nous a donc permis de montrer que dans notre cohorte, l’analyse de 

l’instabilité microsatellitaire en NGS avec le logiciel MIAmS était fiable pour ces 5 microsa-

tellites. 

2. Evaluation de la sensibilité de l’analyse d’instabilité microsatelli-
taire en NGS 

La 2ème étape de notre travail sur le NGS était d’évaluer la sensibilité de chacun des mar-

queurs et celle de différents panels de marqueurs (Pentaplex ou Hexaplex) pour déterminer le 

statut d’instabilité microsatellitaire d’un échantillon. 

 Sensibilité de chaque marqueur pour déterminer le statut MSI de 

l’échantillon 

La sensibilité d’un microsatellite pour le diagnostic de MSI en NGS se définit par sa capacité 

à prédire à lui seul, le statut de stabilité ou d’instabilité de l’échantillon tumoral. Pour évaluer 

la sensibilité des différents microsatellites, nous avons utilisé d’une part les données issues de 

l’apprentissage basé sur le marqueur et d’autre part, celles issues de l’apprentissage basé sur 

Figure 24 : Concordance du statut d’instabilité 
microsatellitaire des marqueurs en NGS et en 
Pentaplex-PCR. 
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le statut de l’échantillon. Nous avons ensuite comparé le statut de chaque microsatellite en 

NGS au statut de référence de l’échantillon en Pentaplex-PCR. 

Les résultats ont aussi été analysés selon le type tumoral. 

Toutes tumeurs confondues et quel que soit l’apprentissage, il ressort que NR22 et NR27 sont 

les deux marqueurs les plus sensibles pour prédire le statut de l’échantillon (avec une sensibi-

lité médiane de 98,6%), suivis de BAT25 et BAT26 (sensibilité médiane de 97,3%). De son 

côté, NR21 est le marqueur le moins sensible pour prédire le statut de l’échantillon (sensibili-

té médiane de 93,2%). Le statut d’HT17 en NGS était concordant avec le statut de 

Figure 25 : Concordance du statut de chaque microsatellite en NGS et du statut global de 
l’échantillon en Pentaplex-PCR (toutes tumeurs confondues). 
Médiane [1er quartile – 3ème quartile] 
En haut, les données obtenues avec un apprentissage basé sur le statut du microsatellite en PCR. 
En bas, les données obtenues avec un apprentissage basé sur le statut de l’échantillon en PCR. 
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l’échantillon en PCR dans 94,6% (apprentissage sur le statut du marqueur) à 95,9% des cas 

(apprentissage sur le statut de l’échantillon).  

Au final, le type d’apprentissage n’avait pas d’impact évident sur les résultats. FIGURE 25 

 

Lorsqu’on différencie les tumeurs colorectales et non colorectales (TABLEAU 16), on observe 

plusieurs choses : quel que soit le type tumoral, ce sont les mêmes marqueurs qui présentent 

la meilleure sensibilité (NR22, NR27 suivis de BAT26 et BAT25) et que c’est toujours NR21 

qui présente les moins bons résultats. On observe également que les 6 marqueurs analysés 

sont tous moins sensibles pour prédire le statut d’une tumeur non colorectale. 

Dans les tumeurs non colorectales, les résultats de l’apprentissage basé sur le statut de 

l’échantillon sont globalement meilleurs que ceux de l’apprentissage basé sur le statut du 

marqueur, avec une différence très nette pour NR21 et HT17. 

 

 Tableau 16 : Sensibilité des microsatellites en NGS selon le type tumoral et selon le type 
d’apprentissage. 

 

Au final, cette analyse nous a permis de montrer qu’en NGS, quel que soit le type tumoral et 

quel que soit le type d’apprentissage, NR22 et NR27 sont les marqueurs les plus sensibles 

pour prédire le statut d’instabilité de l’échantillon et qu’à l’inverse, NR21 est le marqueur le 

moins sensible. Cela peut s’expliquer par le fait que NR21 est un microsatellite plus 

polymorphe que les autres marqueurs, avec un profil d’instabilité plus variable, ce qui a pu 

perturber MIAmS durant sa phase d’apprentissage. 

 

Concernant HT17, il n’apparaît pas comme supérieur aux autres marqueurs pour prédire le 

statut de l’échantillon. Les données de sensibilité en NGS sont similaire à celles retrouvées en 

PCR HT17 (cf. chapitre IV.C.3). Enfin, cette analyse met en évidence que le type 

d’apprentissage peut avoir un impact sur la sensibilité des marqueurs en NGS et notamment 

 

TUMEURS COLORECTALES TUMEURS NON COLORECTALES 

Apprentissage sur le 
statut du marqueur 

Apprentissage sur le 
statut de l'échantil-

lon 

Apprentissage sur le 
statut du marqueur 

Apprentissage sur le 
statut de l'échantil-

lon 

BAT25 98,5% [98,4-100] 98,5% [98,3-100] 90% [83,7-92,9] 91,7% [86-93,3] 

BAT26 100% [98,4-100] 100% [98,4-100] 84,6% [76,9-90,9] 85,7% [80-91,5] 

NR21 95,4% [94,9-96,8] 95,3% [94,3-96,8] 77,4% [69,2-84,6] 85,7% [78,6-90,9] 

NR22 100% [100-100] 100% [100-100] 90% [83,3-93,3] 92,9% [90,9-100] 

NR27 100% [100-100] 100% [100-100] 92,3% [86,7-100] 92,3% [86,9-100] 

HT17 98,4% [96,8-100] 98,4% [96,8-100] 78,2% [71,4-84,6] 82,4% [75-89,3] 
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dans les tumeurs non colorectales. En effet, nous avons retrouvé de meilleurs résultats lorsque 

l’apprentissage était basé sur le statut de l’échantillon que lorsqu’il se basait sur celui du 

marqueur. 

 Sensibilité de l’analyse en panel de microsatellites 

Avec la même méthodologie, nous nous sommes ensuite intéressés à la sensibilité de 

l’analyse en panel de microsatellites en NGS. Nous avons étudié plusieurs combinaisons de 

marqueurs : le panel Pentaplex-NGS comprenant BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR27 et le 

panel Hexaplex-NGS comprenant ces cinq marqueurs avec HT17. Les résultats ont été analy-

sés selon le type tumoral (colorectal et non colorectal), selon le type d’apprentissage réalisé et 

selon le seuil d’instabilité (2 marqueurs ou 3 marqueurs instables). 

 

Toutes tumeurs confondues (TABLEAU 17), le panel Pentaplex-NGS présente une sensibilité 

médiane de 98,6% lorsque le seuil est fixé à 2 marqueurs instables. L’élévation du seuil à 3 

marqueurs s’accompagne inévitablement d’une diminution de cette sensibilité : cette baisse 

reste néanmoins minime (97,3%). Le panel Hexaplex-NGS, qui est l’analyse conjointe du 

marqueur HT17 et du panel Pentaplex-NGS, présente des résultats similaires en termes de 

sensibilité et ce, quel que soit le seuil d’instabilité. 

 

Type d'apprentissage Panel 
Seuil d'instabili-

té 
TOUTES TUMEURS CONFON-

DUES 

Apprentissage sur le  
statut du marqueur 

Pentaplex-
NGS 

 ≥ 2 98,6% [98,6-100] 

≥ 3 97,3% [95,9-98,6] 

Hexaplex-
NGS 

 ≥ 2 98,6% [98,6-100] 

≥ 3 98,6% [97,3-98,6] 

Apprentissage sur le  
statut de l'échantil-

lon 

Pentaplex-
NGS 

 ≥ 2 98,6% [98,6-100] 

≥ 3 98,6% [98,6-100] 

Hexaplex-
NGS 

 ≥ 2 98,6% [98,6-100] 

≥ 3 98,6% [98,6-100] 

Tableau 17 : Sensibilité des panels de microsatellites en NGS selon le seuil d’instabilité et le type 
d'apprentissage réalisé dans la population toutes tumeurs confondues. 
Médiane en rouge, les 1ers et 3èmes quartiles entre crochets. 
Pentaplex-NGS = BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR27. 
Hexaplex-NGS = BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR27 et HT17. 
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Le TABLEAU 18 différencie les résultats selon le type d’apprentissage : on voit que les résul-

tats obtenus après apprentissage sur le statut de l’échantillon étaient significativement meil-

leurs que ceux obtenus après apprentissage sur le statut du marqueur pour le panel Hexaplex-

NGS. Pour le panel Pentaplex-NGS, la différence était significative uniquement avec un seuil 

d’instabilité de 2 marqueurs.  

Tableau 18 : Mesure de l'impact du type d'apprentissage sur la sensibilité de l'analyse d’instabilité 
microsatellitaire en technique NGS, déclinée selon le panel utilisé (Pentaplex-NGS ou Hexaplex-
NGS) et le seuil d’instabilité utilisé.  
Les données sont exprimées en %, avec la médiane en rouge et les 1ers et 3èmes quartiles entre cro-
chets. 
Les analyses statistiques comparant les données des deux apprentissages ont été réalisées via le test 
de Mac Nemar. 

 

Au vu de ces résultats, nous avons examiné plus en détail les performances du panel Penta-

plex-NGS. Pour rappel, le statut de l’échantillon qui sert de référence pour notre travail est le 

statut déterminé en Pentaplex-PCR avec un seuil d’instabilité fixé à 2 marqueurs instables : 

par conséquent nous aurions pu penser qu’en analysant ces échantillons dans des conditions 

très similaires en NGS (panel Pentaplex-NGS et seuil de 2 marqueurs instables), le statut 

d’instabilité aurait été concordant entre les 2 techniques dans 100% des cas (et non 98,6%). 

Le panel Pentaplex-NGS a donc été responsable de quelques erreurs de classification. Ces 

erreurs ciblaient préférentiellement 4 tumeurs non colorectales, toutes classées MSI en PCR 

mais faussement classées MSS en NGS : 

▪ une tumeur urothéliale (A22) avec perte d’expression de MSH6 et 3 marqueurs ins-

tables sur 5 en PCR. 

▪ une tumeur gastrique (A11) avec perte d’expression de MLH1/PMS2 et 2 marqueurs 

instables sur 5 en PCR, sans comparaison possible au tissu normal. 

▪ une tumeur endométriale (A60) avec perte d’expression de MLH1/PMS2 et 4 mar-

queurs instables sur 5 en PCR. 

▪ une tumeur endométriale (B35) avec perte d’expression de MSH6 et 3 marqueurs ins-

tables sur 5 en PCR, sans comparaison possible au tissu normal. 

 

Seuil  
d'instabilité Panel 

TOUTES TUMEURS CONFONDUES 

p Apprentissage sur le 
statut du marqueur 

Apprentissage sur le 
 statut de l'échantillon 

Seuil ≥ 2 
Pentaplex-NGS 98,6% [98,6-100] 98,6% [98,6-100] 0,16 

Hexaplex-NGS 98,6% [98,6-100] 98,6% [98,6-100] 0,02 

Seuil ≥ 3 
Pentaplex-NGS 97,3% [95,9-98,6] 98,6% [98,6-100] < 0,00001 

Hexaplex-NGS 98,6% [97,3-98,6] 98,6% [98,6-100] < 0,00001 
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Sur la totalité des cycles d’apprentissage où ces échantillons tumoraux faisaient partie de la 

cohorte de validation (cf. p.45), ils totalisaient respectivement 5% (A22), 20% (A11), 30% 

(A60) et 100% (B35) d’erreurs. 

 

Ces erreurs peuvent s’expliquer par la composition de notre cohorte : en étant composée 

d’une majorité de tumeurs colorectales avec des profils d’instabilité microsatellitaire « mar-

qués », l’apprentissage du logiciel MIAmS a été biaisé de telle sorte qu’il s’est mieux entraîné 

à reconnaître des profils d’instabilité « typiques » de tumeurs colorectales que des profils 

moins tranchés de tumeurs non colorectales. 

 

Cette hypothèse se confirme lorsqu’on analyse les performances des panels Pentaplex-NGS et 

Hexaplex-NGS selon le type tumoral. (TABLEAU 19) De façon globale, les deux panels sont 

nettement plus performants dans les tumeurs colorectales que dans les tumeurs non colorec-

tales. En effet, quel que soit le seuil d’instabilité et le type d’apprentissage réalisé, les panels 

montrent une sensibilité de 100% pour déterminer le statut d’instabilité d’une tumeur colorec-

tale tandis qu’on observe une baisse globale et significative de leurs performances dans les 

tumeurs non colorectales.  

 

Type  
d'apprentissage 

Panel 
Seuil  

d'instabilité 
TUMEURS  

COLORECTALES 

TUMEURS  
NON COLOREC-

TALES 
p 

Apprentissage 
sur le statut du 

marqueur 

Pentaplex-
NGS 

 ≥ 2 100% [100-100] 93,3% [91,7-100] < 0,001 

≥ 3 100% [100-100] 85,7% [78,6-91,7] < 0,001 

Hexaplex-
NGS 

 ≥ 2 100% [100-100] 94,1% [92,3-100] < 0,001 

≥ 3 100% [100-100] 90,9% [84,6-93,3] < 0,001 

Apprentissage 
sur le statut de 

l'échantillon 

Pentaplex-
NGS 

 ≥ 2 100% [100-100] 100% [92,3-100] < 0,001 

≥ 3 100% [100-100] 91,7% [85,7-100] < 0,001 

Hexaplex-
NGS 

 ≥ 2 100% [100-100] 100% [92,3-100] < 0,001 

≥ 3 100% [100-100] 93,3% [90,9-100] < 0,001 

Tableau 19 : Sensibilité des panels de microsatellites en NGS selon le seuil d’instabilité, le type 
tumoral et le type d'apprentissage réalisé. 
Les analyses statistiques comparant les résultats entre les tumeurs colorectales et non colorectales 
pour chaque panel et pour chaque seuil d’instabilité ont été réalisées via le test de Fisher. 

 

Cependant, malgré cette baisse globale de performances, on constate que le panel Hexaplex-

NGS présente de meilleurs résultats que le panel Pentaplex-NGS dans les tumeurs non colo-

rectales : cette supériorité de l’Hexaplex est significative quel que soit le seuil d’instabilité 

lorsque l’apprentissage a été réalisé sur le statut du marqueur (94,1% vs 93,3% et 90,9% vs 
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85,7%). Lorsque l’apprentissage a été réalisé sur le statut de l’échantillon, la supériorité de 

l’Hexaplex apparaît seulement avec un seuil d’instabilité fixé à 3 marqueurs instables : les 

performances des deux panels sont strictement identiques lorsque le seuil est fixé à 2 mar-

queurs. TABLEAU 20 

 
TUMEURS NON COLORECTALES 

Seuil 
d'instabilité 

Panel 
Apprentissage sur le  
statut du marqueur 

p 
Apprentissage sur le  

statut de l'échantillon 
p 

Seuil  ≥ 2 

Pentaplex 
NGS 

93,3% [91,7-100] 

< 0,001 

100% [92,3-100] 

NI 
Hexaplex 

NGS 
94,1% [92,3-100] 100% [92,3-100] 

Seuil ≥ 3 

Pentaplex 
NGS 

85,7% [78,6-91,7] 

< 0,001 

91,7% [85,7-100] 

< 0,001 
Hexaplex 

NGS 
90,9% [84,6-93,3] 93,3% [90,9-100] 

Tableau 20 : Comparaison des performances des panels de microsatellites  pour chaque type 
d'apprentissage et pour chaque seuil d'instabilité.  
Les analyses statistiques comparant les résultats des panels Pentaplex-NGS et Hexaplex-NGS ont 
été réalisées via le test de Mac Nemar sauf pour les données obtenues après apprentissage avec un 
seuil à 2 marqueurs instables (résultats strictement identiques donc analyse statistique non indi-
quée = NI). 

 

Au total, cette analyse nous a permis de montrer plusieurs choses. Tout d’abord, on peut rete-

nir de l’analyse toutes tumeurs confondues que les panels Pentaplex-NGS et Hexaplex-NGS 

montrent des performances similaires, avec de très bonnes médianes de sensibilité (97,3-

98,6%), quel que soit le seuil d’instabilité choisi. De plus, il apparaît que les résultats de 

MIAmS après la réalisation d’un apprentissage basé sur le statut de l’échantillon en PCR sont 

significativement meilleurs que lorsque son apprentissage s’est basé sur le statut du marqueur, 

et ce quel que soit le panel. 

 

On retient de l’analyse par type tumoral que les deux panels (Pentaplex-NGS et Hexaplex-

NGS) présentent des performances excellentes dans les tumeurs colorectales (sensibilité de 

100%) mais qu’elles diminuent nettement dans les tumeurs non colorectales. Dans ce type de 

tumeurs, le panel Hexaplex-NGS prouve sa supériorité et permet de prédire le statut 

d’instabilité de l’échantillon avec une sensibilité au minimum strictement égale mais le plus 

souvent significativement plus élevée que le panel Pentaplex-NGS. Cet écart de performances 

entre les tumeurs colorectales et non colorectales s’explique par la surreprésentation des tu-

meurs colorectales dans notre cohorte, responsable d’un biais dans l’apprentissage du logiciel 

MIAmS, qui sera meilleur pour reconnaître l’instabilité dans une tumeur colorectale que dans 

une tumeur non colorectale. 
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V. DISCUSSION 
 

L’instabilité microsatellitaire est un marqueur d’importance croissante en cancérologie, par 

son implication diagnostique dans le syndrome de Lynch (60) mais aussi théranostique avec 

l’avènement de l’immunothérapie. En effet, celle-ci est désormais indiquée dans les cancers 

métastatiques de phénotype MSI quel que soit le type histologique. (71) Cependant la détec-

tion de l’instabilité microsatellitaire dans les tumeurs non-colorectales est souvent difficile 

avec la technique de référence Pentaplex-PCR. (18-19) Nous avons donc réalisé ce travail 

dans le but de rechercher un moyen de simplifier la recherche d’instabilité microsatellitaire en 

pratique de routine et d’améliorer ces performances, notamment dans les tumeurs non-

colorectales. 

 

Notre étude comportait deux objectifs principaux : évaluer les performances du microsatellite 

HT17 dans le diagnostic d’instabilité microsatellitaire et évaluer la conformité de la technique 

NGS avec la technique standard (Pentaplex-PCR). Pour cela nous avons réuni une cohorte de 

138 ADN de tumeurs variées, de statut dMMR parfaitement documenté avec les techniques 

de référence (MSI et dMMR-IHC) entre 2016 et 2017 dans notre laboratoire. 

A. Apport du marqueur HT17 en PCR pour la détection d’une MSI 

En 2016, Buhard et al. (86) ont décrit le microsatellite HT17 comme un marqueur très mo-

nomorphe dans la population générale et capable de diagnostiquer à lui-seul l’instabilité mi-

crosatellitaire avec une sensibilité de 98,4% et une spécificité de 100%. Il faut néanmoins 

préciser que ces valeurs ont été obtenues en considérant l’immunohistochimie comme gold 

standard : en utilisant la Pentaplex-PCR comme technique de référence, la sensibilité est simi-

laire (98,7%) mais la spécificité diminue (96,2%). Lors de l’analyse des ADN normaux nous 

avons pu effectivement constater le monomorphisme d’HT17 et que son profil en analyse de 

fragment était net et facile à lire. Les données de sensibilité et de spécificité dans notre co-

horte d’ADN tumoraux et d’ADN normaux  étaient sensiblement similaires aux leurs, avec 

des valeurs respectives de 96,9% et 100%. Elles concordent également avec les données de 

Collura et al. qui retrouvaient une sensibilité de 97% pour une spécificité de 100%. (84) 

Notre valeur de sensibilité, légèrement inférieure à celle rapportée par Buhard et al. peut 

s’expliquer par la composition de notre cohorte, qui renferme des tumeurs colorectales et des 

tumeurs non colorectales, ce qui n’était pas le cas dans leur étude. Cette hypothèse se con-

firme lorsqu’on analyse les performances de la PCR HT17 en fonction du type tumoral, avec 

des résultats nettement meilleurs dans le groupe des tumeurs colorectales que dans le groupe 
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des tumeurs non colorectales (sensibilité de 100% versus 85,7%). Nous ne disposons pas de 

donnée comparative pour les tumeurs non colorectales puisqu’à ce jour, aucune étude en de-

hors de la nôtre n’a étudié les performances du marqueur HT17 dans d’autres tumeurs que les 

CCR. 

L’autre argument avancé par Buhard et al. en faveur de l’utilisation d’HT17 est la simplicité 

de son analyse et de son interprétation. Notre avis diverge en ce point : en effet nous avons 

fait face à plusieurs problèmes lors de l’implémentation de la PCR HT17 dans le laboratoire, 

en commençant par la nécessité de modéliser un couple d’amorce sur-mesure. De plus, la me-

sure des ratios de hauteur de pics a représenté une contrainte non négligeable lors de 

l’élaboration du protocole PCR, nécessitant d’adapter les conditions de PCR afin d’éviter 

toute saturation du signal. Enfin, nous avons fait le choix d’utiliser une ADN polymérase spé-

cifique, plus fidèle, afin d’obtenir un tracé le plus précis possible. L’analyse du statut des 

ADN tumoraux s’est révélée laborieuse et chronophage eu égard à cette étape de mesure de 

ratios : celle-ci s’est pourtant avérée essentielle et a permis de rattraper le diagnostic 

d’instabilité microsatellitaire pour 21 tumeurs. Ce calcul de ratios, qui a nécessité d’extraire 

manuellement les données brutes de l’analyse de fragments à partir du séquenceur capillaire, 

nous paraît difficilement réalisable en pratique de routine. 

 

Au total, le diagnostic de l’instabilité microsatellitaire avec HT17 en PCR ne parait pas pré-

senter d’avantage majeur en termes de temps technique et d’implication médicale vis-à-vis de 

la Pentaplex-PCR. Il ne semble pas non plus présenter d’intérêt dans les tumeurs non colorec-

tales. 

B. Méthodologie de validation d’une technique NGS pour la détec-
tion de l’instabilité microsatellitaire 

Le deuxième sujet de notre travail était l’analyse de l’instabilité microsatellitaire en technique 

NGS. De nombreuses tumeurs nécessitent la recherche de mutations récurrentes à visée théra-

nostique (ex : CCR et mutations de KRAS, cancer de l’endomètre  et mutations de POL-E  et 

POL-D) : en 2015, nous avons mis en place la recherche de ces mutations en NGS par ap-

proche amplicon avec un panel de 16 gènes puis de 35 gènes (panel INCa-V2) et un pipeline 

d’analyses des SNV (single nucleotide variants). Avec la généralisation de l’immunothérapie 

à tous les cancers métastatiques MSI, il serait intéressant d’utiliser une méthode unique pour 

rechercher ces mutations récurrentes incluant également la recherche de l’instabilité microsa-

tellitaire : nous avons donc décidé d’incorporer des cibles microsatellitaires à notre panel 

NGS. Lorsque ce travail a été initié en 2018, nous avons fait le choix d’utiliser les marqueurs 
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consensuels de la Pentaplex-PCR (BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24 et NR27) et d’y 

ajouter HT17. 

L’analyse de SNV et de l’instabilité microsatellitaire en NGS s’appuient sur des pipelines 

d’analyses bien distincts : la première étape a donc été de choisir un outil dédié à l’analyse de 

MSI (classifieur) en NGS. De nombreux classifieurs ont vus le jour au cours de ces dernières 

années, qui utilisent des méthodes différentes :  par exemple, MANTIS (31) est un classifieur 

qui s’appuie sur la comparaison à l’ADN normal pour diagnostiquer l’instabilité microsatelli-

taire, ce qui freine son utilisation en routine. D’autres classifieurs s’appuient sur le principe de 

machine learning, comme mSINGS ou MSISensor. (29–31, 36,92–94) Ces outils présentent 

cependant plusieurs limites : la grande majorité n’ont été testés que dans le CCR, beaucoup 

moins dans d’autres types de tumeur, et leurs performances n’ont pas encore été correctement 

évaluées par rapport aux techniques de référence (Pentaplex-PCR et IHC).  

 

Le logiciel MIAmS, qui a été développé au sein de notre laboratoire, a prouvé ses perfor-

mances dans l’analyse de l’instabilité microsatellitaire sur une large cohorte de tumeurs va-

riées (poumon, colon et autres). (35) En plus d’offrir une interface d’analyse lisible et intui-

tive, il se distingue d’autres classifieurs en utilisant une approche amplicon : en effet, la majo-

rité d’entre eux se base sur une approche de capture, ce qui les rend plus coûteux et moins 

accessibles. Nous avons donc utilisé le logiciel MIAmS pour ce travail. 

Il s’appuie sur le concept de machine learning et détecte l’instabilité microsatellitaire grâce à 

deux classifieurs, mSINGS et RandomForrest, par le biais de deux phases : une phase 

d’apprentissage et une phase de prédiction. La phase d’apprentissage s’appuie sur une cohorte 

d’échantillons dédiés, dont le statut MSI a été documenté antérieurement en Pentaplex-PCR. 

Lors de la publication de la méthode MIAmS en 2019, cet apprentissage avait été réalisé sur 

une cohorte d’échantillons de tumeurs MSI et MSS. Notre travail étant basé uniquement sur 

des tumeurs MSI et du tissu normal, nous avons dû réaliser un nouvel apprentissage, spécifi-

quement adapté à notre cohorte. 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier la conformité de la technique NGS vis-à-

vis des résultats de la Pentaplex-PCR. Pour cela nous avons réalisé un apprentissage basé sur 

le statut individuel des marqueurs en Pentaplex-PCR pour ensuite évaluer la concordance du 

statut de chacun des microsatellites en NGS avec leur statut de référence en PCR. Nos résul-

tats montrent que l’analyse MSI en NGS était conforme, avec un statut d’instabilité en NGS 

concordant avec le statut PCR dans 97% des cas et ce, pour l’ensemble des microsatellites. 

Les performances de MIAmS variaient néanmoins selon le type tumoral, avec de très bonnes 

performances dans le groupe tumeurs colorectales (médiane de concordance : 98,3-100%) et 
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de moins bonnes dans le groupe des tumeurs non colorectales (médiane de concordance : 

84,6-93,3%). 

 

En plus de ce premier apprentissage basé sur le statut individuel des marqueurs, nous avons 

décidé d’en réaliser un deuxième, basé cette fois sur le statut global de l’échantillon en Penta-

plex-PCR. Notre hypothèse était que ce type d’apprentissage permettrait de s’affranchir de 

potentielles erreurs humaines commises lors de l’interprétation du statut des marqueurs en 

Pentaplex-PCR. Il était donc nécessaire pour cet apprentissage que le statut MMR des échan-

tillons soit très bien caractérisé. C’était le cas pour les échantillons de notre cohorte, pour les-

quels nous disposions des données immunohistochimiques, du statut de la Pentaplex-PCR et 

parfois des données oncogénétiques. Le statut MMR de nos échantillons était donc très bien 

documenté et robuste. 

Au final, nos résultats montrent que les performances de MIAmS étaient significativement 

meilleures lorsque son apprentissage s’appuyait sur le statut global de l’échantillon en Penta-

plex-PCR. Il semblerait donc qu’en imposant un apprentissage basé sur le statut individuel du 

marqueur (qui est, rappelons-le, interprété manuellement en PCR), on limite les performances 

du logiciel en reproduisant de potentielles erreurs humaines. Lorsque l’apprentissage est réali-

sé sur la base du statut global de l’échantillon, le classifieur détermine de façon autonome ce 

qui correspond à un profil « type » MSS et à un profil « type » MSI. La principale limite de 

cet apprentissage apparaît en présence de polymorphismes. En effet, un échantillon non tumo-

ral, dont le statut global est MSS en Pentaplex-PCR, peut comporter un ou plusieurs mar-

queurs sièges de polymorphismes et qui présentent un profil de répartition des allèles modifié 

: en se basant sur le statut global de l’échantillon (MSS), le profil du/des marqueurs concernés 

va être faussement classé comme MSS par MIAmS. Cet apprentissage est donc moins fiable 

et risque d’introduire des erreurs en cas d’utilisation de cibles microsatellitaires sujets à po-

lymorphismes dans la population générale (ex : NR21). (9, 96) 

C. Diagnostic d’une MSI en NGS : impact du seuil d’instabilité et 
de la composition du panel de microsatellites 

Ce travail comportait plusieurs objectifs secondaires : évaluer la sensibilité de chacun des 

marqueurs pour le diagnostic d’instabilité microsatellitaire en NGS et étudier l’intérêt 

d’ajouter HT17 au panel Pentaplex en évaluant les performances des panels Pentaplex et 

Hexaplex sur différents types tumoraux et avec différents seuils d’instabilité. 

 

Quel que soit le type tumoral, NR22 et NR27 étaient les microsatellites avec la meilleure va-

leur prédictive du statut de l’échantillon (médiane 98,6%), suivis de BAT25 et BAT26 (mé-
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diane 97,3%). Ces marqueurs étaient plus sensibles dans les tumeurs colorectales que dans les 

tumeurs non colorectales (100% versus 84,6-92,3%). De son côté, NR21 était le marqueur le 

moins performant pour prédire le statut de l’échantillon (médiane de 93,2%). Ces données 

concordent avec les études de Goel et al. (96) et de Pagin et al. (93), réalisées en PCR respec-

tivement sur des CCR et sur des tumeurs d’origine variée, et qui retrouvaient des sensibilités 

pour NR27, BAT26 et NR21 respectivement de 93,9%, 94,7 et 87,7% (Goel et al.) et de 

82,1%, 84,6% et 70,1% (Pagin et al.). Nous avons constaté une très bonne sensibilité du mar-

queur HT17 dans les tumeurs colorectales (98,4%), ce qui concorde également avec la littéra-

ture. (83,85–88) Malheureusement, comme nous l’avions déjà remarqué en PCR, ses perfor-

mances diminuent nettement dans les tumeurs non colorectales (sensibilité variant de 72,8 à 

82,4% selon l’apprentissage), ce qui confirme que ce marqueur ne présente pas d’intérêt sup-

plémentaire vis-à-vis des marqueurs du panel Pentaplex lorsqu’il est analysé seul. 

 

Toutes tumeurs confondues, l’analyse du panel Pentaplex-NGS et de ses 5 marqueurs 

(BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR27) permettait de retrouver un statut d’instabilité micro-

satellitaire en NGS concordant avec celui de la PCR dans l’immense majorité des cas (mé-

diane de concordance : 98,6%). Nous avons cependant constaté plusieurs erreurs de classifica-

tion récurrentes du logiciel MIAmS avec le panel Pentaplex-NGS : ces erreurs ciblaient préfé-

rentiellement 4 échantillons de tumeurs non colorectales (d’origine urothéliale, gastrique et 

endométriale), toutes classées MSI-H en Pentaplex-PCR et faussement classées MSS en NGS. 

Ces erreurs peuvent s’expliquer d’une part par notre cohorte, composée davantage de tumeurs 

colorectales (91,8%) au profil d’instabilité « facile » (avec 4 à 5 marqueurs instables en PCR) 

que de tumeurs non colorectales au profil « difficile » (2 ou 3 marqueurs instables) : la consé-

quence était un biais dans l’apprentissage de MIAmS, qui s’est davantage entraîné à recon-

naître le profil d’instabilité d’une tumeur colorectale (facile) que celui d’une tumeur non colo-

rectale (difficile) et qui échoue donc plus facilement à classer ce type de tumeur. 

 

D’autre part, parmi ces 4 tumeurs, deux présentaient une perte d’expression de la protéine 

MSH6 en immunohistochimie, or plusieurs études rapportent que les tumeurs liées à des mu-

tations du gène MSH6 se caractérisent souvent par des profils d’instabilité moins marqués, 

d’où un risque non négligeable de faux négatifs. (15, 95, 98) Pour ces tumeurs, l’analyse 

comparative avec l’ADN normal aurait probablement aidé à redresser le diagnostic 

d’instabilité microsatellitaire. 

Pour ce qui est du panel Hexaplex-NGS, il présentait des performances superposables à celles 

du panel Pentaplex-NGS (98,6%). Il semblait donc peu intéressant d’ajouter le marqueur 

HT17 aux marqueurs usuels pour l’analyse d’instabilité microsatellitaire en routine. 
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Par ailleurs, nous avons pu constater que passer d’un seuil de 2 marqueurs instables à un seuil 

de 3 marqueurs instables ne semblait pas avoir d’incidence sur les performances des deux 

panels. 

 

Au total, en NGS comme en PCR, les marqueurs NR27, NR22, BAT26 et BAT25 sont les 

meilleurs pour prédire le statut d’instabilité d’un échantillon et NR21 est le moins performant. 

De son côté, HT17 présente peu d’intérêt supplémentaire vis-à-vis des marqueurs du panel 

Pentaplex. Toutes tumeurs confondues, le logiciel MIAmS est très performant pour diagnosti-

quer l’instabilité microsatellitaire, quel que soit le panel (Pentaplex ou Hexaplex) et quel que 

soit le seuil d’instabilité (2 ou 3 marqueurs instables) qu’il utilise.  

 

Notre travail confirme donc que la détection d’une instabilité microsatellitaire est transpo-

sable au NGS en technique amplicon avec le logiciel MIAmS. L’équipe de biologie molécu-

laire du CHU de Montpellier, qui a par ailleurs participé au développement de MIAmS, utilise 

cette méthode en routine depuis 2019 pour étudier le profil d’instabilité microsatellitaire des 

échantillons tumoraux. 

Dans notre laboratoire, le projet de transposer le diagnostic d’instabilité microsatellitaire au 

NGS a été compromis en 2019 par l’abandon de la technologie Amplicon au profit de la tech-

nologie Capture. Nous espérons tout de même un jour pouvoir appliquer la recherche 

d’instabilité microsatellitaire à la technique NGS mais il sera indispensable de réaliser une 

nouvelle épreuve de validation  pour adapter le logiciel MIAmS à l’analyse en capture, avec 

la même méthodologie qui a été utilisée dans ce travail.  

D. Diagnostic de MSI en fonction du type tumoral 

Les performances de MIAmS étaient excellentes mais variables selon le type de tumeur ana-

lysée. En effet, il était très performant dans le groupe des tumeurs colorectales et permettait de 

retrouver un statut d’instabilité identique en NGS et en PCR dans 100% des cas, quels que 

soit les panel/seuils/apprentissages. Néanmoins ses performances étaient inférieures dans le 

groupe de tumeurs non-colorectales, avec un taux de concordance entre les statuts de 

l’échantillon en PCR et NGS variant de 85,7% à 100% selon les panel/seuils/apprentissages. 

Pour ce type de tumeur, les performances du panel Hexaplex-NGS était significativement 

meilleures que celles du panel Pentaplex et ce, quel que soit l’apprentissage réalisé et le seuil 

d’instabilité utilisé. Ces données concordent avec celles de Pagin et al., (95) dont l’étude a 

démontré qu’utiliser un panel Hexaplex (avec BAT40 au lieu de HT17) était plus efficace que 

le panel Pentaplex pour détecter l’instabilité microsatellitaire en PCR dans des tumeurs non 

colorectales (sensibilité de 92,9% vs 85,7%). 
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Au total, l’analyse conjointe du marqueur HT17 et du panel Pentaplex (panel Hexaplex) dé-

montre son intérêt dans l’analyse de tumeurs non colorectales, ce qui pourrait justifier son 

utilisation en routine pour l’analyse de ce type de tumeurs. 

 

Ce travail permet de soulever la problématique du choix des microsatellites pour le diagnostic 

d’instabilité microsatellitaire. La technique consensus (Pentaplex), recommandée jusqu’à pré-

sent pour le diagnostic, a été développé principalement dans le cancer colorectal et est donc 

très performante pour ce type de tumeurs. Cependant, plusieurs études rapportent que dans les 

tumeurs non colorectales (comme les cancers de l’endomètre ou des tumeurs des voies excré-

trices supérieures  les cibles de l’instabilité  sont différentes de celles du cancer colorectal : 

par exemple, les microsatellites fréquemment atteints dans le CCR se trouvent au niveau de 

gènes TGFBR2 et ACVR2A et au niveau des gènes JAK1 et TFAM  pour le cancer de 

l’endomètre. (97,98) On comprend donc que l’expression de l’instabilité soit différente avec 

le panel consensus (17, 18, 96,100) et qu’il soit primordial d’utiliser des marqueurs adaptés à 

chaque type de tumeur. 

Plusieurs études rapportent un intérêt potentiel de marqueurs mononucléotidiques au nombre 

élevé de répétitions (« long mononucleotide repeats » ou LMR) pour augmenter la sensibilité 

des tests dans les tumeurs non colorectales. (96, 102,103) Par exemple, le microsatellite 

BAT40, localisé dans un intron du gène de la 3-β-hydroxystéroide déshydrogénase et siège 

d’une répétition de 40 T, serait plus sensible que les marqueurs BAT25 et BAT26 dans les 

tumeurs urinaires. (100) Ce nouveau type de marqueur suscite l’intérêt de plusieurs sociétés 

comme celle de Promega®, qui a proposé en 2015 un panel « pan-cancer » constitué de 5 

LMR. (102) 

 

L’avènement ces dernières années du séquençage haut débit nous offre désormais la possibili-

té de séquencer de larges séquences (exome ou larges panels) et d’accroître le nombre de 

cibles potentielles d’instabilité. Par exemple, des séquençages réalisés à l’échelle de l’exome 

ont permis d’analyser jusqu’à 200 000 loci microsatellitaires dans plusieurs types de cancer. 

(33) Cependant,  il n’existe pas à ce jour de réelle comparaison des performances des diffé-

rents homopolymères testés (marqueurs mono, di ou tétra nucléotidiques), ni de consensus sur 

le nombre de marqueurs nécessaire pour établir un diagnostic de MSI pour un type tumoral 

donné. Nous avons récemment implémenté au sein du laboratoire un panel commercialisé par 

Illumina®, le TruSight Oncology 500 (ou TSO500), qui offre entre autres la possibilité via 

une seule technique de séquencer 523 gènes, d’analyser la charge mutationnelle et de recher-

cher l’instabilité microsatellitaire. (103) Cependant, en raison de son coût élevé, l’utilisation 
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de ce type de panel restera réservée à des indications spécifiques. Pour rechercher l’instabilité 

microsatellitaire dans les échantillons tumoraux en routine, nous privilégierons l’utilisation 

d’un panel NGS plus restreint, d’où l’objectif dans ce travail d’étudier les performances des 

marqueurs consensuels en technique NGS.  

E. Limites de l’étude 

Notre étude présente plusieurs limites, la première étant la composition de notre population 

d’étude. En effet notre cohorte de 138 échantillons était composée uniquement de tumeurs 

MSI et d’aucune tumeur MSS, ce qui nous a limité pour le calcul des valeurs prédictives posi-

tives et négatives lors des différentes analyses. Elle était de plus constituée d’une majorité de 

tumeurs colorectales avec un degré d’instabilité marqué, possiblement responsable d’une su-

restimation des performances des marqueurs et des techniques évalués dans cette étude. Enfin, 

par manque de puissance nous n’avons pas pu analyser les performances des différents micro-

satellites et des différents panels dans chaque type tumoral. Cette analyse aurait été pourtant 

intéressante dans la mesure où d’autres  types de tumeur comme les tumeurs endométriales ou 

urothéliales présentent fréquemment un degré d’instabilité plus faible et donc difficile à 

mettre en évidence. (95,99) Il aurait également été intéressant d’analyser des tumeurs moins 

fréquentes (grêle, voies biliaires…), pour lesquelles les données de la littérature restent à ce 

jour très limitées, voire absentes. 

Nous n’avons malheureusement pas pu augmenter la taille de nos effectifs : en effet, nous 

avions envisagé d’allonger la période de recrutement et d’inclure des tumeurs non colorec-

tales supplémentaires, ce qui n’a pas été possible en raison de l’abandon de la technique am-

plicon en 2019 au profit de la capture. Nous avions également envisagé de solliciter le CHU 

de Montpellier pour compléter notre cohorte avec des échantillons tumoraux de leur labora-

toire, ce qui n’a pas non plus été possible puisque leurs échantillons ne sont pas  analysés en 

parallèle en Pentaplex-PCR et que ces données étaient indispensables pour notre travail.  

Cependant, le point fort de notre travail réside dans la très bonne caractérisation des échantil-

lons de notre cohorte : tous les échantillons avaient été analysés en Pentaplex-PCR et en im-

munohistochimie (136/138) et nous disposions, quand c’était nécessaire, du statut de méthyla-

tion du promoteur de MLH1, du statut mutationnel de BRAF et des données de la consultation 

d’oncogénétique. Nos échantillons étaient donc très bien documentés, avec un statut MMR 

irréfutable. En revanche, les 54 ADN normaux avaient été analysés uniquement en NGS et 

pas en Pentaplex-PCR compte-tenu  du coût et du temps technique que cela aurait représenté 

pour le laboratoire.  Il en résulte donc une absence de données de référence pour des ADN 

normaux. Nous avons donc extrapolé ces données à partir des données obtenues manuelle-
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ment en NGS, ce qui représente un biais méthodologique notable pour les analyses de sensibi-

lité et spécificité. 

 

Une autre limite, sur un plan méthodologique cette fois, réside dans l’utilisation de panels 

Pentaplex différents entre la PCR (panel avec NR24) et le NGS (panel avec NR27) : la com-

paraison des résultats entre les deux techniques peut donc être critiquable.  

F. Perspectives 

Les derniers changements opérés au sein du laboratoire, avec l’abandon de la technologie 

amplicon au profit de la capture et plus récemment, le changement de procédé de synthèse des 

sondes de capture ont mis un vrai coup de frein à la transposition de l’analyse MSI au NGS 

car il est nécessaire de revalider tout le processus d’analyse.  Cela reste toujours notre priorité 

et une nouvelle étape de validation de cette technique sera réalisée dès que les ressources hu-

maines du laboratoire le permettront.   

 

Les résultats de notre étude, montrant notamment la supériorité du panel Hexaplex-NGS vis-

à-vis du panel Pentaplex dans la détection de l’instabilité microsatellitaire en NGS, nous in-

cite à l’avenir à privilégier l’emploi de ce panel à 6 marqueurs. De plus, en accord avec les 

futures recommandations de l’INCa5 nous appliquerons un seuil d’instabilité fixé à 3 mar-

queurs instables.  

 

Néanmoins, la mise en évidence des moins bonnes performances du panel Hexaplex-NGS 

dans les tumeurs non colorectales souligne la nécessité de tester de nouveaux panels de mi-

crosatellites. Nous sommes actuellement en train de constituer un panel spécifiquement dédié 

à la recherche de l’instabilité microsatellitaire en NGS, qui inclut les microsatellites du panel 

Hexaplex-NGS, des LMR (BAT40, BAT52, BAT57…) et d’autres homopolymères ayant 

démontré de bonnes performances dans les tumeurs non colorectales. Nous prévoyons de le 

tester sur une cohorte d’échantillons de tumeurs variées. L’objectif sera d’identifier, pour 

chaque type tumoral, les marqueurs les plus performants pour détecter l’instabilité microsatel-

litaire. 

Nous allons également collaborer avec les équipes des CHU de Saint Antoine à Paris (Alex 

Duval), de Lille (Marie-Pierre Buisine) et de Poitiers (Lucie Karayan–Tapon) afin de mettre 

en commun nos ressources biologiques de tumeurs non colorectales rares et de tester diffé-

rentes approches de détection de MSI par NGS.  

 
5 « Recommandations pour la recherche du statut MMR tumoral », INCa, en cours de publica-
tion 
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VI.  CONCLUSION 
 

Notre travail a permis de démontrer que l’analyse du marqueur HSP110 T17 (HT17) en 

PCR est sensible et spécifique pour le diagnostic d’instabilité microsatellitaire, en particulier 

dans les tumeurs colorectales. Ses performances diminuent dans le groupe des tumeurs non 

colorectales, ce qui réduit a priori son intérêt vis-à-vis de la Pentaplex-PCR. Des études sup-

plémentaires portant sur de plus larges cohortes de tumeurs non colorectales restent néan-

moins nécessaires afin de préciser sa supériorité ou son infériorité vis-à-vis des techniques de 

référence. D’autre part, son interprétation en deux temps (avec la mesure de ratios de hauteur 

de pics) rend son utilisation difficilement applicable en pratique de routine. 
 

La méthode que nous avons appliquée dans ce travail pour détecter l’instabilité micro-

satellitaire par NGS s’est appuyée sur le logiciel MIAmS, qui a été développé dans notre labo-

ratoire. Elle s’est avérée performante et a permis de retrouver un statut d’instabilité identique 

au statut PCR de l’échantillon dans la grande majorité des cas, notamment dans les tumeurs 

colorectales. Ce travail nous a aussi permis de tester deux panels (Pentaplex et Hexaplex) 

avec différents seuils d’instabilité et de valider le panel Hexaplex, en particulier dans les tu-

meurs non colorectales où il apparaît significativement plus sensible que le panel Pentaplex. 

Comme pour HT17, ces données nécessitent néanmoins d’être confirmées par d’autres études 

portant sur un plus grand nombre de tumeurs non colorectales. Les performances de MIAmS 

pour détecter l’instabilité d’un l’échantillon en NGS étaient significativement meilleures lors-

que son apprentissage était basé sur le statut global de l’échantillon en PCR que sur le statut 

individuel des marqueurs. Cependant, la surreprésentation des tumeurs colorectales dans notre 

cohorte peut avoir biaisé l’apprentissage : il serait donc nécessaire de réaliser des études simi-

laires à la nôtre, mais pour chaque type tumoral. Notre travail souligne la nécessité 

d’employer des cohortes avec un statut MMR très bien caractérisé dans chaque type tumoral 

pour la validation de nouveaux panels de microsatellites en NGS.  
 

En conclusion, nous avons pu définir une méthodologie de validation du MSI en NGS 

par amplicon basée sur le logiciel MIAmS. Notre priorité à l’heure actuelle est d’adapter cette 

méthode d’analyse d’instabilité microsatellitaire à la technologie capture. L’autre objectif sera 

de définir pour chaque type tumoral le panel de microsatellites le plus sensible et le plus adap-

té en routine pour un diagnostic fiable d’instabilité microsa-

tellitaire.  
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VII. ANNEXES 
 

Microsatellite Séquence de l'amorce 

BAT25_F TCGCCTCCAAGAATGTAAGT 

BAT25_R TCTGCATTTTAACTATGGCTC 

BAT26_F TGACTACTTTTGACTTCAGCC 

BAT26_R AACCAATCAACATTTTTAACCC 

NR21_F TAAATGTATGTCTCCCCTGG 

NR21_R ATTCCTACTCCGCATTCACA 

NR22_F GAGGCTTGTCAAGGACATAA 

NR22_R AATTCGGATGCCATCCAGTT 

NR24_F CCATTGCTGAATTTTACCTC 

NR24_R ATTGTGCCATTGCATTCCAA 

Annexe 1 : Séquences des amorces forward (F) et reverse (R) utilisées pour la PCR Pentaplex. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 2 : Tailles alléliques de HT17 et des marqueurs du panel Pentaplex dans la population géné-
rale (Buhard et al, 2016). 
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Gènes 
Exons / 
Hotspots 

Transcrits de 
référence 

Gènes 
Exons / 
Hotspots 

Transcrits de 
référence 

AKT1 3 NM_001014431 HIST1H3B 1 NM_003537 

ALK 20 à 25 NM_004304 HRAS 2, 3 et 4 NM_005343 

BRAF 11 et 15 NM_004333 IDH1 4 NM_005896 

CDKN2A 1, 2 et 3 NM_000077 IDH2 4 NM_002168 

CTNNB1 3 NM_001904 JAK2 12, 13 et 14 NM_004972 

DDR2 17 NM_006182 KIT 
8, 9, 11, 13, 17 
et 18 

NM_000222 

EGFR 18, 19, 20 et 21 NM_005228 KRAS 2, 3 et 4 NM_033360 

ERBB2 20 NM_004448 MAP2K1 2 NM_002755 

ERBB4 10 et 12 NM_005235 MET 
14 à 20 
Introns 13 et 14 

NM_001127500 

FGFR1 12 et 14 NM_023110 NRAS 2, 3 et 4 NM_002524 

FGFR2 7, 12 et 14 NM_000141 PDGFRA 12, 14 et 18 NM_006206 

FGFR3 7, 9 et 14 NM_000142 PIK3CA 10 et 21 NM_006218 

GNA11 4 et 5 NM_002067 POLE 9 à 14 NM_006231 

GNAQ 5 NM_002072 PTEN 1 à 9 NM_000314 

GNAS 8 et 9 NM_000516 RAC1 2 NM_018890 

H3F3A 2 NM_002107 SMAD4 
2, 3, 9, 10, 11 et 
12 

NM_005359 

H3F3B 2 NM_005324 STK11 1 à 9 NM_000455 

Microsatel-
lites 

BAT25, BAT26, NR21, NR22, NR24,  
NR27, HT17 

TERT promoteur 

Annexe 3 : Liste des cibles analysées sur panel Amplicon INCa-V2. 
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RESUME EN ANGLAIS 
 

Microsatellite instability (MSI) is a biomarker of interest in oncology. Standard methods for 

MSI detection in tumors are immunohistochemical (IHC) analysis of MMR proteins and 

PCR testing with a panel of 5 microsatellites (Pentaplex). However, new molecular mark-

ers, as well as new technologies as NGS, are needed to improve diagnosis of MSI. The 

aims of our study were to evaluate, in a cohort of 138 MSI tumors of various origin, the 

performances of a new marker, HSP110 T17 (HT17), and of the NGS sequencing using a 

bioinformatics tool (MIAmS) specifically developed for MSI analysis. Using PCR, HT17 

performed better in colorectal cancer (CRC) than in non-colorectal cancer (non-CRC) 

(100% vs 85,7%) and did not improve MSI diagnosis compared to the Pentaplex panel. 

MSI detection with NGS using MIAmS and Pentaplex panel was reliable, with better per-

formances in CRC and when applying a global sample status-based learning than an indi-

vidual microsatellite status-based learning. In non-CRC tumors, Hexaplex panel (Penta-

plex + HT17) worked significantly better than the Pentaplex panel to detect MSI. In the fu-

ture, we plan to test additional microsatellite markers to determine specific panels for each 

tumor type. 
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RESUME EN FRANÇAIS : 
 

L’instabilité microsatellitaire (MSI) est un marqueur d’intérêt majeur en cancérologie et se 
recherche par immunohistochimie des protéines MMR et en PCR avec un panel de 5 mi-
crosatellites (Pentaplex). Il est cependant nécessaire de disposer de nouveaux marqueurs 
microsatellitaires et de transposer la technique en NGS. Dans ce travail, nous avons éva-
lué les performances d’un nouveau marqueur, HSP110 T17 (HT17), et de la technique 
NGS-Amplicon avec le logiciel MIAmS dédié au diagnostic de MSI, dans une cohorte de 
138 tumeurs MSI d’origine variée. En PCR, HT17 était plus sensible dans les cancers co-
lorectaux (CCR) que non-colorectaux (non-CCR) (100% vs 85,7%) et n’améliorait pas le 
diagnostic  vis-à-vis du panel Pentaplex. Le diagnostic de MSI en NGS avec MIAmS et le 
panel Pentaplex était fiable et significativement plus performant avec un apprentissage 
basé sur le statut global PCR de l’échantillon que sur le statut individuel de chaque mar-
queur, et dans les CCR. Dans les autres tumeurs, le panel Hexaplex (Pentaplex+HT17) 
était significativement meilleur que le panel Pentaplex pour le diagnostic de MSI. L’objectif 
à l’avenir sera de tester d’autres microsatellites afin d’établir des panels de marqueurs 
spécifiques et adaptés à chaque type tumoral. 
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