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RESUME 

L’instabilité des microsatellites (MSI) est un phénotype tumoral secondaire à une déficience 

héréditaire (syndrome de Lynch) ou acquise du système de réparation des mésappariements 

de l’ADN (MMR : mismatch repair). Les tumeurs MSI sont fortement immunogènes et 

hautement infiltrées par des lymphocytes T cytotoxiques (CD3/CD8) dont l’activité est 

néanmoins régulée dans la tumeur, en particulier du fait de l’expression de points de contrôle 

immunitaire (checkpoint immunitaire : ICK). Les tumeurs MSI représentent 5% des cancers 

colorectaux métastatiques (CCRm). Le phénotype MSI est un facteur prédictif positif majeur 

de l’efficacité des inhibiteurs d’ICK (ICKi), utilisés depuis peu dans le traitement de ces 

cancers au stade métastatique. L’identification d’un phénotype MSI fait appel à deux 

techniques de référence utilisées en routine : (i) l’immunohistochimie (IHC) sur une section 

de tissu tumoral (anticorps dirigés contre les protéines MMR dont l’expression est perdue par 

les cellules cancéreuses, dites MMR-déficientes), (ii) la PCR microsatellite (amplification par 

PCR de loci microsatellites qui s’avèrent instables dans l’ADN tumoral, dit MSI). 

L’objectif de mon travail a été de caractériser sur le plan clinique et moléculaire les CCRm 

MSI et d’en évaluer les modalités diagnostiques et d’évaluer la réponse aux ICKi dans le 

contexte des essais cliniques d’immunothérapie. Dans un premier travail, je montre que 

l’histoire naturelle clinique des CCRm MSI diffère selon le mécanisme sporadique ou 

héréditaire de la déficience du système MMR, mécanisme qui peut être déterminé par 

l’analyse du statut MMR en IHC, du statut de méthylation du promoteur de MLH1 et du statut 

mutationnel de BRAF (Cohen et al., Eur J Cancer 2017). Dans un deuxième travail, je montre 

que près de 10% des CCRm détectés comme MSI et/ou MMR-déficients en vie réelle 

correspondent à des faux positifs dûs à une mauvaise interprétation des analyses IHC et/ou de 

PCR microsatellite, et que ces faux positifs sont responsables de la majorité des cas de 

résistance primaire aux ICKi observés dans le cadre d’essais thérapeutiques (Cohen*, Hain* 

et al., JAMA Oncol. Sous presse). 

Après une revue introductive de la littérature concernant le phénotype MSI, son impact dans 

le cadre du CCR et de l’immunothérapie, je présente les résultats des axes nosologiques et 

diagnostiques développés durant ce doctorat, avant de proposer différentes perspectives à 

l’ère de l’immunothérapie des cancers MSI.  

Mots clés : cancer colorectal ; instabilité des microsatellites ; réparation des mésappariements 

de l’ADN ; immunothérapie ; checkpoint immunitaire ; syndrome de Lynch  
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ABSTRACT 

Microsatellite instability (MSI) is a tumor phenotype linked to somatic or germline (Lynch 

syndrome) inactivating alterations of DNA mismatch repair (MMR) genes. MSI tumors are 

immunogenic and highly infiltrated by cytotoxic T cell lymphocytes (CD3/CD8) whose 

activity is regulated by the expresssion of immune checkpoints (ICK). MSI is observed in 

approximately 5% of metastatic colorectal cancers (mCRC) and has recently emerged as a 

major positive predictive biomarker for the efficacy of immune checkpoint inhibitors (ICKi) 

amongst mCRC patients. There is two main methods for the detection of MSI : 

immunohistochemistry (IHC) on a tumor section using antibodies against MMR proteins 

whose expression is lost by tumor cells), microsatellite PCR (PCR amplification of 

microsatellite loci that are unstable in tumor DNA). 

The objectives of my work was to clinically and molecularly characterize MSI mCRC, to 

evaluate the accuracy of MSI screening methods and the response to immunotherapy in the 

context of ICKi clinical trials. Fist, I show that sporadic and inherited MSI mCRC (that can be 

distinguish using MMR, BRAF mutation and MLH1 promotor methylation testing) display 

distinct natural history (Cohen et al., Eur J Cancer 2017). In a second work, I show that MSI 

testing in routine practice is associated with almost 10% of false positives due to 

misinterpration of IHC and PCR assays. Moreover, these false-positives are the main cause of 

mCRC primary resistance to ICKi observed in clinical trials (Cohen*, Hain* et al., JAMA 

Oncol. Sous presse).  

After summarizing the literature concerning MSI, its consequences on CRC and 

immunotherapy, I present the results of the nosologic and diagnostic works developed during 

this doctoral thesis. Then I will go on perspectives in the context of MSI cancer. 

 

 

 

 

 

 Mots clés : colorectal cancer ; microsatellite instability ; DNA mismatch repair ; 

immunotherapy ; immune checkpoint ; Lynch syndrome 
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I. Introduction 

L’instabilité des microsatellites (MSI : MicroSatellite Instability) est un phénotype tumoral 

relié à une déficience du système de réparation des mésappariements de l’ADN (système 

MMR : MisMatch Repair) qui peut être sporadique ou héréditaire, s’intégrant alors dans un 

syndrome de prédisposition familiale au cancer, dit syndrome de Lynch ou HNPCC (Human 

Non Polyposis Colorectal Cancer) [1]. Le phénotype MSI est majoritairement retrouvé dans 

les cancers du côlon et du rectum, de l’endomètre et, dans une fréquence relativement 

moindre, dans le cancer de l’estomac. Etant le 4
e
 cancer le plus fréquent dans le monde, avec 

près de 45000 nouveaux cas annuels en France, le cancer colorectal (CCR) est le modèle 

privilégié du phénotype MSI [2, 3]. Depuis 1993 et la mise en évidence de la relation entre 

l’instabilité microsatellitaire et la carcinogénèse liée au syndrome de Lynch, la recherche de 

ce phénotype moléculaire tumoral a deux intérêts en pratique clinique : (i) il oriente le conseil 

oncogénétique et (ii) il précise l’évaluation du pronostic tumoral et ainsi l’indication 

d’éventuels traitements complémentaires post-opératoires des cancers colorectaux [4, 5].  

Le champ d’investigation que constitue le traitement des cancers a été radicalement 

transformé en 5 à 10 ans par l’émergence d’une nouvelle classe thérapeutique dite 

immunothérapie. Ces anticorps monoclonaux ciblent des points de contrôle du système 

immunitaire (« immune checkpoints » : ICKs) et, ce faisant, libèrent l’immunité anti-tumorale 

de l’hôte, généralement bridée par le cancer lui-même via l’expression de ligands de ces ICKs 

à la surface des cellules tumorales [6, 7]. Le pronostic des patients suivis pour un mélanome, 

un cancer broncho-pulmonaire ou un lymphome de Hodgkin a  ainsi été positivement 

transformé [8–10].  

Si les résultats des premières études de phase I d’immunothérapie ont été décevants pour les 

patients porteurs d’un CCR métastatique (CCRm), la mise en évidence d’une réponse 

tumorale complète chez un patient avec une tumeur MSI a été l’élément déclenchant d’une 

révolution thérapeutique [11]. L’instabilité microsatellitaire, retrouvée dans seulement 3% des 

cancers colorectaux métastatiques (contre 15% aux stades localisés) est liée à une 

hypermutabilité de l’ADN, s’est ainsi révélée être un biomarqueur prédictif majeur de 

l’efficacité des immunothérapies, de surcroît indépendant de la localisation tumorale [12].  

Le sujet de notre thèse s’inscrit de manière très forte dans ce contexte de transformation 

radicale et rapide de l’utilité du phénotype MSI en pratique clinique, passant du statut de test 

pronostique et de dépistage oncogénétique à celui de biomarqueur théranostique. Nous 



13 

 

présenterons tout d’abord une revue de la littérature qui rapportera brièvement les 

mécanismes biologiques sous-tendant la carcinogénèse MSI et les modalités de son 

diagnostic, pour ensuite s’intéresser aux conséquences immunologiques et 

immunothérapeutiques de ce phénotype tumoral ainsi qu’aux aspects contextuels du 

traitement du CCR MSI en pratique clinique. Après avoir présenté les travaux publiés durant 

ce doctorat, qui se distinguent en deux grands axes nosologique et diagnostique, nous 

apporterons différents éléments de réflexions afin de mettre en perspective ce travail et de 

proposer différentes perspectives et voies de recherche.  
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II. Revue de la littérature 

A. Le système de réparation des mésappariements de l’ADN et l’instabilité 

microsatellitaire 

1. Système de réparation des mésappariements de l’ADN 

Le système de réparation des mésappariements de l’ADN, dit système MMR (MisMatch 

Repair) reconnaît et répare les erreurs d’insertion, de délétion ou de mésappariements de 

bases qui surviennent lors de la réplication de l’ADN. Malgré la haute fidélité des ADN 

polymérases, le processus de réplication peut en effet être source d’erreurs, avec 

l’introduction de bases incorrectes dans le brin d’ADN néo-synthétisé (mésappariements de 

bases) ou de boucles d’ADN (boucles d’insertion / délétion). En réparant ces erreurs, le 

système MMR, qui est un mécanisme hautement conservé, assure l’intégrité du génome. 

Le système MMR fait intervenir un complexe protéique comprenant notamment MLH1, 

MSH2, MSH6 et PMS2 qui fonctionnent sous la forme d’hétérodimères (MLH1/PMS2, 

MSH2/MSH6) au travers de 4 grandes étapes [figure 1] [13, 14] :  

- reconnaissance du mésappariement de bases ou de la boucle d’insertion-délétion par MutS 

(MutSα : MSH2/hMSH6, reconnaissant les mésappariements base-base et les boucles 

courtes ; MutSβ : MSH2/MSH3, qui reconnaît les boucles supérieures à 10 nucléotides) ; 

- fixation de MutS à la lésion de l’ADN, induisant une modification conformationnelle qui 

initie le recrutement de MutL (MLH1/hPMS2) ; 

- recrutement par MutL de multiples partenaires protéiques et notamment des exonucléases 

pour couper la zone d’erreur sur le brin d’ADN lésé ; 

- comblement du vide au niveau du brin lésé par une ADN polymérase et raccordement du 

brin par des ADN ligases.  
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Figure 1 : Erreurs de réplication reconnues par le système MMR et étapes de réparation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a : mésappariement de base ;  

b : boucle d’insertion / délétion ;  

c : étapes de réparation de l’ADN ;  

EXO1 : exonucléase 1, PCNA : 

proliferating-cell-nuclear-antigen 

d’après Hewish et al, Nat. Rev. Clin. 

Oncol. (2010) [2] 
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2. Microsatellites et déficience du système MMR 

Les microsatellites correspondent à une répétition continue en tandem de courtes séquences 

d’ADN formées de de 1 à 6 nucléotides. Les microsatellites sont retrouvés partout dans le 

génome, dans des zones codantes ou non-codantes. Du fait de leur caractère répétitif, les 

microsatellites sont des zones à risque d’erreurs de copie par les ADN polymérases (par « 

glissement », induisant des boucles d’insertion / délétion), tout particulièrement les répétitions 

mono- ou di-nucléotidiques. En cas de déficience du système MMR, ces erreurs de 

réplications des microsatellites ne sont pas corrigées, amenant à une instabilité de leur taille. 

Autrement dit, les microsatellites sont les zones par lesquelles l’intégrité du génome peut être 

perdue en cas de déficience du système MMR. 

Lorsqu’un microsatellite est situé dans une zone codante de l’ADN, la modification de la 

taille du microsatellite est responsable d’un décalage du cadre de lecture (en cas de délétion 

d’une ou deux bases) et, ainsi, de l’apparition de protéines mutées par troncature (mutations 

par décalage du cadre de lecture, dite « frameshift mutations »).  

3. Instabilité des microsatellites et carcinogénèse MSI 

La déficience MMR n’est pas un phénomène transformant per se, mais est une voie de 

carcinogénèse spécifique par le fait qu’elle favorise, à haut niveau, une instabilité 

nucléotidique de l’ADN particulièrement observée sur les séquences répétées du génome ou 

microsatellites. La déficience du système MMR peut induire des mutations activatrices ou 

inactivatrices au niveau d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeur contenant des 

séquences microsatellitaires codantes. Ont été rapportées par exemple des mutations de 

TGFBR2 (type II transforming growth factor-β receptor), BAX (Bcl-2-associated X protein), 

IGF2R (insulin-like growth factor 2 receptor), APC (adenomatous polyposis coli), PTEN 

(Phosphatase and tensin homolog), ou encore HSP110… [15, 16]. Les différents hallmarks 

du cancer définis par Hanahan et Weinberg sont ainsi acquis par la tumeur au travers de 

multiples altérations génétiques spécifiques à la déficience MMR, au niveau de gènes porteurs 

de microsatellites et donc cibles de la voie MSI [17, 18].  

De ce fait, l’instabilité microsatellitaire correspond à un phénotype tumoral singulier 

(phénotype dit MSI) et donc potentiellement individualisable (voir la section II.C). 
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B. Aspects oncogénétiques et spectre du phénotype MSI 

1. Cancers sporadiques 

La déficience du système MMR peut être constitutionnelle ou acquise. Dans les tumeurs 

sporadiques MSI, la perte de fonction du système MMR est acquise et reliée dans l’immense 

majorité des cas à une perte d’expression du gène MLH1 par hyperméthylation de son 

promoteur [19]. 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) [20]. Brièvement, les îlots CpG sont des régions du 

génome présentant une concentration élevée de dinucléotides cytosine – guanine (connectés 

par une liaison phosphodiester : CpG), régions que l’on retrouve préférentiellement dans les 

zones régulatrices de l’ADN, notamment les promoteurs des gènes. Les cytosines de ces îlots 

peuvent être méthylées en méthyl-cytosine, inhibant l’activité transcriptionnelle du gène 

associé. Le phénotype tumoral CIMP, lié à la sénescence, chevauche les 2 voies classiques 

d’oncogénèse colorectale que sont l’instabilité chromosomique et l’instabilité 

microsatellitaire.  

Les cancers CIMP-positifs sont fréquemment retrouvés chez des personnes âgées et de sexe 

féminin, et présentent fréquemment des mutations V600E de BRAF (v-Raf murine sarcoma 

viral oncogene homolog B ; substitution d’une valine pour un acide glutamique en position 

600). La relation entre le phénotype hyperméthylateur et cette mutation ponctuelle hotspot de 

BRAF n’est pas clairement expliquée ; cette dernière pourrait induire l’activité de différents 

répresseurs transcriptionnels via une activation de la cascade de signalisation 

BRAF/MEK/ERK [21, 22].  

2. Cancers héréditaires  

a) Syndrome de Lynch 

La déficience du système MMR peut également être constitutionnelle. Le syndrome de 

Lynch, anciennement nommé HNPCC (Human Non Polyposis Colorectal Cancer), est une 

pathologie génétique de prédisposition aux cancers MSI engendrée par une mutation 

germinale mono-allélique d’un gène du système MMR. MLH1 ou MSH2 sont ciblés dans 90% 

des cas, MSH6 et PMS2 dans seulement 10% des cas. Dans le cadre de ce syndrome de 

prédisposition génétique au cancer, une copie d’un gène MMR est donc constitutionnellement 

inactivée dans la lignée germinale, dans l’ensemble des cellules de l’individu. Le second 

allèle est perdu au niveau somatique, dans la tumeur, en accord avec le modèle à « deux 
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coups » originellement proposé par Knudson pour les gènes suppresseurs de tumeurs 

(rétinoblastome et gène RB) [23]. 

Les individus atteints de syndrome de Lynch et porteurs d’une mutation germinale d’un gène 

MMR sont à haut risque de développer un CCR ou un cancer de l’endomètre à un âge jeune. 

Le spectre du syndrome de Lynch inclut également les cancers de l’estomac, de l’intestin 

grêle, du pancréas, des voies biliaires, de l’ovaire et des voies urinaires. Le risque cumulé de 

développer un CCR avant 70 ans est évalué à 41% pour les porteurs d’une mutation de MLH1, 

de 48% pour MSH2, et de 12% pour MSH6. Concernant le cancer de l’endomètre, le risque 

cumulé est de 54%, 21% et 16%, respectivement pour ces mêmes gènes [24, 25].  

b) CMMRD : déficience constitutionnelle du système MMR 

Le syndrome CMMRD (Constitutional MisMatch Repair Deficiency) est la conséquence des 

mutations germinales bialléliques d’un gène MMR. Ce syndrome rare de prédisposition 

majeur aux cancers (rapporté dans une centaine de familles seulement aujourd’hui) est 

autosomique récessif, au contraire du syndrome de Lynch (autosomique dominant). Les 

mutations de PMS2 sont majoritaires dans le cadre du CMMRD. Les individus porteurs de 

telles mutations germinales homozygotes sont à risque de développer à l’âge pédiatrique des 

cancers ayant un spectre large (cancers hématologiques, tumeurs du spectre du syndrome de 

Lynch, tumeurs cérébrales et autres). Ils présentent en outre fréquemment des lésions cutanées 

plus ou moins spécifiques à type de tâches café au lait (et autres signes, également observés 

dans la neurofibromatose de type 1 qui est un diagnostic différentiel du CMMRD) [26–28]. 

3. Epidémiologie analytique : le cancer du côlon et du rectum, modèle 

d’étude privilégié  

Le phénotype MSI est principalement retrouvé dans les cancers de l’endomètre (17-33%), du 

côlon et du rectum (3-20%), et de l’estomac (8-22%) [tableau 1] [29]. La déficience du 

système MMR peut néanmoins être retrouvée dans de multiples types tumoraux, mais avec 

une fréquence bien plus faible [30].  

De récentes études non supervisées, pan-tumorales, ont ainsi montré que le spectre du 

phénotype MSI, et du syndrome de Lynch, était plus large que ce qui est classiquement décrit. 

Si les prévalences les plus élevées sont retrouvées dans les tumeurs du spectre classique du 

syndrome de Lynch, le phénotype MSI a également été retrouvé dans les localisations moins 

attendues telles que le gliome ou le carcinome épidermoïde bronchique [31]. Dans une étude 

sur 12019 échantillons, 11 des 32 types tumoraux présentaient un phénotype MSI dans au 
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moins 2% des cas [32]. Certaines de ces tumeurs sont reliées au syndrome de Lynch, d’autres 

sont sporadiques, comme l’ont montré Schwark et collègues dans une étude de séquençage de 

grande envergure (plus de 15000 tumeurs) associée à une analyse de l’ADN constitutionnelle 

systématique : une mutation germinale d’un gène MMR n’était retrouvée que dans 16% des 

cas [30]. 

En France, le CCR est le 3
e
 cancer le plus fréquent chez l’homme (après le cancer de la 

prostate et du poumon), et le 2
e
 chez la femme (après le cancer du sein). Compte-tenu de son 

incidence importante dans la population générale (44872 nouveaux cas estimés en 2017, 2
e
 

cancer le plus meurtrier avec 17684 décès estimés [2]), le CCR est un modèle d’étude 

privilégié de la déficience du système MMR et du phénotype MSI.  

Tableau 1 : Epidémiologie analytique du phénotype MSI  

Localisation 

tumorale 

Incidence estimée 

en France (N) 

Fréquence du phénotype MSI 

Tout stade confondu Stades localisés Stades avancés 

Côlon - rectum 44872 3 -20% 15-20% 3-12% 

Endomètre 8367 17-33% 38% 28% 

Estomac 6616 8-22% 8-24% 8-10% 

Ovaire 4714 2-10% NC NC 

NC : non connu [2, 31–37] 

 

C. Détection de la déficience du système MMR et de l’instabilité 

microsatellitaire 

1. Immunohistochimie 

L’immunohistochimie permet d’étudier l’expression des protéines MMR sur des tranches de 

section tissulaire. Physiologiquement, ces protéines ubiquitaires sont situées dans le noyau 

cellulaire. L’analyse immunohistochimique du système MMR consiste en la recherche d’une 

perte de l’expression nucléaire des protéines MMR au niveau des cellules tumorales. La 

présence d’un marquage nucléaire, même faible ou focal, permet de conclure au maintien de 

l’expression protéique. A l’inverse, l’expression protéique est considérée comme perdue 

lorsque qu’aucun marquage nucléaire n’est retrouvé dans les cellules tumorales : la tumeur est 

alors considérée comme MMR-déficiente ; la présence d’un marquage nucléaire au niveau des 

cellules non tumorales du stroma (cellules endothéliales, cellules inflammatoires) est requise à 

titre de contrôle interne positif [figure 2] [38, 39]. 
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Physiologiquement, les protéines du système MMR fonctionnent en hétérodimères. A l’état 

monomérique, celle-ci sont dégradées. MLH1 et MSH2 sont les partenaires obligatoires de 

PMS2 et MSH6, respectivement. Ainsi, un événement délétère au niveau des gènes MLH1 et 

MSH2 (mutation, hyperméthylation) induira la protéolyse de PMS2 et MSH6. Au niveau 

immunohistochimique, cela se traduit par l’absence systématique de marquage de PMS2 et 

MSH6 en cas de perte d’expression de MLH1 et MSH2, respectivement. Le corolaire n’est 

pas vrai. En effet, les protéines MLH1 et MSH2 peuvent interagir avec d’autres éléments du 

système MMR, tels que MSH3, MLH3 ou PMS1. Par conséquent, une perte d’expression 

isolée de PMS2 ou MSH6 n’est pas associée à une absence de marquage de MLH1 ou MSH2 

[40, 41]. 

Figure 2 : Etude immunohistochimique des protéines du système MMR 

 

Exemple d’un adénocarcinome colique MMR-déficient. Les cellules tumorales n’expriment pas MLH1 (A) ni 

PMS2 (B), mais l’expression de MSH2 (C) et de MSH6 (D) est conservée. Les cellules du stroma sont marquées 

par les anticorps anti-MLH1 et -PMS2 (témoin interne positif). 

A B

C D
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2. Polymerase Chain Reaction 

a) Panel de Bethesda 

L’instabilité microsatellitaire est caractérisée par une modification de taille des 

microsatellites, modification qui est évaluable par la technique de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) en comparant l’ADN tumoral à l’ADN non tumoral du même individu. 

Initialement, la méthode consistait à évaluer la taille de certaines répétitions microsatellitaires 

et d’évaluer leur caractère instable en comparant l’ADN tumoral à l’ADN non tumoral. Un 

premier panel de 5 microsatellites a été développé, avec 2 répétitions mononucléotidiques 

(BAT-25 et BAT-26) et 3 répétitions dinucléotidiques (D5S346, D2S123, et D17S25). Une 

tumeur était considérée comme MSI lorsqu’une variation de taille était détectée entre l’ADN 

tumoral et l’ADN non tumoral sur au moins 2 des 5 répétitions. Ce panel de 5 marqueurs, 

recommandé en 1998 par le groupe de travail du NCI (National Cancer Institute, Bethesda, 

Maryland, Etats-Unis d’Amérique), est à présent désigné comme le panel de Bethesda [42]. 

b) Panel pentaplex 

Un second panel, développé par notre groupe, est constitué de 5 répétitions 

mononucléotidiques et quasimonomorphiques (BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22 et NR-24). 

L’utilisation de marqueurs mononucléotidiques permet d’améliorer la sensibilité du test : plus 

la séquence répétée en tandem est courte (constituée d’un nucléotide, plutôt que 2, 3 ou plus), 

plus le risque d’erreur par les ADN polymérases est important lors de la réplication. Ainsi ce 

panel, dit pentaplex, est plus sensible que le panel de Bethesda. Le second avantage de ces 5 

microsatellites est leur caractère quasimonomorphique ; la taille de ces 5 marqueurs est en 

effet hautement conservée dans l’ensemble de la population humaine. Cela permet de 

conclure à la présence d’un phénotype MSI au niveau tumoral (en cas d’instabilité de 2 

marqueurs), sans avoir à effectuer une comparaison systématique avec l’ADN non tumoral du 

patient, lorsque la taille allélique de l’un des marqueurs pentaplex sort de la fourchette de 

variation quasimonomorphique (QMVR : quasimonomorphic variation range) [figure 3]. Il 

est néanmoins important de noter que certaines ethnies, notamment africaines, présentent des 

taux élevés de polymorphismes au niveau de ces séquences microsatellitaires : Pygmés Biaka 

avec 34.7% de polymorphismes de NR-27 et 15.3% pour BAT-26, peuple San avec 57.1% de 

polymorphismes de BAT-25 [43–46]. 
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Figure 3 : PCR pentaplex et quasimonomorphisme 

 

Taille allélique (en paires de bases) des 5 marqueurs de la PCR pentaplex dans l’ADN germinal (A) de la 

population mondiale et (B) dans des tumeurs présentant une instabilité microsatellitaire. Pour chaque marqueur, 

la taille la plus commune est indiquée ; les zones beiges correspondent à la fourchette de variation 

quasimonomorphique. D’après Buhard et al, J. Clin. Oncol. (2004) [46] 

c) La répétition T17 de HSP110 

Récemment, notre groupe a mis en évidence une délétion somatique quasi systématique de la 

répétition mononucléotidique T17 du gène HSP110 (HT17) dans les cancers colorectaux MSI. 

De manière intéressante, les délétions de HT17 au niveau de l’ADN tumoral amènent à la 

synthèse d’un variant (isoforme) de la protéine chaperonne HSP110 (par perte de l’exon 9), 

variant associé à une sensibilité accrue aux chimiothérapies cytotoxiques [15, 47]. 

Le marqueur HT17 est hautement monomorphique et présente à lui seul une sensibilité 

supérieure à celle du panel pentaplex pour la détection du phénotype MSI, avec une 

spécificité similaire : sensibilité de 0.984 (intervalle de confiance à 95% (IC95) 0.968-0.995) 

versus 0.951 (IC95 0.925-0.972) respectivement, et spécificité de 0.997 (IC95 0.989-1.000) 

pour les deux [48]. 
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3. A la recherche d’une prédisposition familiale 

Différents critères ont été proposés pour orienter ou non les patients atteints d’un CCR en 

consultation d’oncogénétique. Avant la découverte du phénotype MSI, les critères 

d’Amsterdam avaient été développés pour proposer aux patients une analyse de l’ADN 

constitutionnelle. Les critères à remplir étaient :  

(i) au moins trois cas de cancers colorectaux ou de cancers du spectre du syndrome de Lynch, 

(ii) dont un individu atteint apparenté au premier degré aux deux autres,  

(iii) sur au moins deux générations successives,  

(iv) dont au moins un cas diagnostiqué avant 50 ans,  

(v)  une polypose adénomateuse familiale ayant été exclue [49, 50].  

Néanmoins ces critères, très sélectifs, ne sont pas assez sensibles, ni suffisamment spécifiques 

(près de 50% des patients avec un syndrome de Lynch prouvé ne remplissent pas les critères 

d’Amsterdam, et près de 50% des patients remplissant ces critères ne sont pas porteurs d’un 

syndrome de Lynch) [25].  

La découverte du phénotype MSI comme outil de « pré-screening » des patients, avant une 

analyse constitutionnelle, a amené au développement de critères (dits de Bethesda) pour 

décider ou non d’une recherche de ce phénotype, avant d’orienter éventuellement le patient 

porteur d’un CCR en consultation d’oncogénétique [43]. Ainsi, une recherche du phénotype 

MSI (ou dMMR) devrait être réalisée lorsque l’un des critères est rempli, pour ensuite faire 

une analyse de l’ADN constitutionnel en cas de tumeur MSI (critères de Bethesda révisés) :  

(i) CCR diagnostiqué avant 50 ans,  

(ii) CCR diagnostiqué avant 60 ans avec histologie évocatrice,  

(iii) cancers multiples du spectre du syndrome de Lynch chez un même patient, quel que soit 

son âge,  

(iv) CCR chez un patient avec antécédents familiaux de cancer(s) du spectre du syndrome de 

Lynch (chez au moins un apparenté au premier degré diagnostiqué avant 50 ans ou chez au 

moins deux apparentés, au premier ou second degré, quels que soient les âges).  



24 

 

De même que pour les critères d’Amsterdam, les critères de Bethesda sont insuffisamment 

sensibles, avec près de 20% des patients porteurs d’une mutation germinale qui seraient non 

diagnostiqués avec cette méthodologie [51, 52]. 

Les recommandations françaises publiées par l’Institut National du Cancer (© Tests 

somatiques recherchant une déficience du système MMR au sein des tumeurs du spectre du 

syndrome de Lynch, collection Outils pour la pratique, INCa, juin 2016) préconisent la 

réalisation de tests somatiques (immunohistochimie et/ou examen des marqueurs 

microsatellites BAT25, BAT26, BAT40, NR21, NR22, NR24 et NR27) sur ADN tumoral en 

biologie moléculaire) à la recherche d’une déficience MMR pour :  

(i) toute personne avec un cancer colorectal, diagnostiquée à un âge inférieur à 60 ans ou 

présentant, quel que soit son âge, des antécédents personnels ou familiaux (au premier degré) 

de cancer colorectal ou de cancer(s) du spectre du syndrome de Lynch. 

(ii) toute personne avec un cancer de l’endomètre, diagnostiquée à un âge inférieur à 50 ans 

(recherche pouvant se discuter entre 50 et 60 ans) ou présentant, quel que soit son âge, des 

antécédents personnels ou familiaux (au premier degré) de cancer colorectal ou de cancer(s) 

du spectre du syndrome de Lynch. 

(iii) toute personne avec un cancer du spectre du syndrome de Lynch, autre qu’un cancer 

colorectal ou qu’un cancer de l’endomètre, sur justification d’un contexte personnel et/ou 

familial évocateur d’un syndrome de Lynch. 

Néanmoins l’émergence de l’immunothérapie avec le statut MSI/dMMR comme outil 

théranostique de médecine personnalisée a modifié les pratiques, amenant à une analyse du 

phénotype MSI et/ou du statut MMR pour tous les patients porteurs d’un CCRm selon les 

recommandations du NCCN (National Comprehensive Cancer Network, NCCN Guidelines 

Version 3.2018 Colon Cancer), et au niveau national selon le thésaurus national de 

cancérologie digestive (travail collaboratif sous l’égide des différentes sociétés savantes 

françaises de cancérologie digestive : SNFGE, FFCD, GERCOR, UNICANCER, SFED, 

SFRO ; www.snfge.org/tncd).  

4. Eléments orientant vers une origine héréditaire ou sporadique de la 

tumeur de phénotype MSI 

Si la recherche d’une mutation d’un gène MMR au niveau germinal constitue le gold standard 

pour le diagnostic de syndrome de Lynch, elle est parfois longue et fastidieuse, et peut assez 
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souvent être non concluante (pas de mise en évidence d’une mutation MMR ou mise en 

évidence d’un variant MMR de signification inconnue). Certaines analyses au niveau de 

l’ADN tumoral permettent néanmoins d’orienter le diagnostic et éventuellement d’écarter le 

diagnostic de prédisposition familiale sans avoir à réaliser d’analyse MMR de l’ADN 

constitutionnel. 

Les cancers colorectaux MSI sporadiques sont reliés au phénotype hyperméthylateur (CIMP : 

CpG Island Methylator Phenotype) (voir section II.B.1). Dans ce contexte, une déficience du 

système MMR est occasionnée de manière épigénétique via une hyperméthylation du 

promoteur de MLH1, qui est riche en îlots CpG. Ainsi, les cancers colorectaux MSI avec perte 

d’expression de MLH1 en immunohistochimie, sont considérés sporadiques lorsqu’est 

retrouvée une mutation V600E de BRAF ou lorsque le promoteur de MLH1 est hyperméthylé 

[figure 4] [53–55]. Comme toutes règles, ces situations souffrent d’exceptions ; il a ainsi été 

rapporté de rares familles Lynch dans lesquelles c’est l’hyperméthylation du promoteur de 

MLH1 qui est transmise [56], et il peut très rarement exister des mutations BRAF dans des 

tumeurs reliées au syndrome de Lynch [57] . Par ailleurs, il existe des cas de cancers MSI non 

reliés au syndrome de Lynch (c’est-à-dire sans mutation constitutionnelle retrouvée d’un gène 

MMR) et qui ne sont pas dus à une hyperméthylation sporadique du promoteur de MLH1. Ces 

cancers dit « Lynch-like » sont liés à des mutations somatiques bialléliques d’un gène MMR, 

sans que ces mutations soient transmissibles de génération en génération [58, 59]. 
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Figure 4 : Algorithme décisionnel pour la distinction des cancers colorectaux MSI 

sporadiques et reliés au syndrome de Lynch 

 

* : en l’absence de mutation constitutionnelle connue d’un gène MMR ; ** : cancer probablement relié au 

syndrome de Lynch (« Lynch-like syndrome ») 

 

a) La mutation V600E de BRAF 

BRAF est une kinase clé de la voie de signalisation des MAP kinases. Elle a pour fonction 

d’induire la phosphorylation et ainsi l’activation de MEK en aval. La mutation V600E, 

correspondant au remplacement d’une valine par un acide glutamique au niveau du domaine 

kinase, entraîne l’activation constitutive de BRAF. Cette mutation faux-sens, retrouvée dans 

environ 60 % des mélanomes, est prédictive de réponse aux inhibiteurs de BRAF, tels que le 

vemurafenib, dans cette localisation tumorale [60].  

Dans le cadre du CCR, des mutations de BRAF sont retrouvées dans environ 10 % des 

tumeurs, tous stades confondus. Il s’agit de la mutation V600E dans l’immense majorité des 

cas. D’autres mutations peuvent être retrouvées, mais leur valeur pronostique est inconnue. 
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BRAF V600E est retrouvée préférentiellement dans les tumeurs MSI (20-70 % des tumeurs 

MSI versus 5-10 % des tumeurs MSS). 

La mutation V600E de BRAF est recherchée de manière systématique pour les cancers 

colorectaux métastatiques en raison de son impact pronostique négatif et de ses implications 

thérapeutiques (intensification thérapeutique, absence de preuve de l’efficacité des anticorps 

monoclonaux ciblant l’EGFR) [61–66]. Quel que soit le stade tumoral, la mutation V600E de 

BRAF est recherchée pour les cancers MSI avec perte d’expression de MLH1 afin d’orienter 

le conseil oncogénétique.  

b) L’hyperméthylation du promoteur de MLH1 

L’extinction épigénétique de l’expression de MLH1 est reliée au phénotype hyperméthylateur 

dit CIMP. Si le diagnostic du phénotype hyperméthylateur reste encore non consensuel 

(plusieurs panels proposés : MINT1, MINT2, MINT31, CDKN2A et MLH1 ; CACNA1G, 

IGF2, NEUROG1, RUNX3 et SOCS1) [67], les méthodes diagnostiques sont néanmoins 

robustes : PCR méthylation-spécifique, MethyLight, COBRA, ou pyroséquençage avec 

traitement au bisulfite [22]. Cette dernière méthode, classiquement employée, consiste à 

traiter l’ADN tumoral avec du bisulfite qui induit une conversion des cytosines non méthylées 

en uracile, tandis que les cytosines méthylées restent inchangées ; après traitement, le 

séquençage des allèles méthylés et non méthylés est différent, ce qui permet d’évaluer l’état 

de méthylation de la séquence analysée. L’état de méthylation du promoteur de MLH1 est 

étudié pour les cancers MSI avec perte d’expression de MLH1 pour rechercher une origine 

sporadique.  

D. Immunogénicité et échappement au système immunitaire  

1. Immunogénicité des cancers MSI 

La voie de cancérogénèse MSI, via les mutations de microsatellites codants engendrant des 

décalages du cadre de lecture des gènes qu’elles affectent, aboutit à la synthèse de multiples 

néo-antigènes aberrants et potentiellement immunogènes par les cellules tumorales ; les 

cancers MSI sont dits « hypermutés », présentant une charge mutationnelle élevée par rapport 

aux cancers MSS [68–72]. Cette « charge » néo-antigénique des cancers MSI s’associe à une 

réponse immunitaire forte [73, 74]. En effet les cancers colorectaux MSI sont caractérisés par 

une forte réaction inflammatoire locale, pouvant se présenter sous la forme de nodules 

lymphoïdes péri-tumoraux (réaction « Crohn-like »), et également d’une infiltration dense au 
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niveau intra-tumoral par des lymphocytes T cytotoxiques activés de type Th1 [75–78]. La 

carcinogénèse MSI est donc fortement immunogène [79]. 

2. Echappement des cancers MSI à l’activité immunitaire anti-tumorale 

Deux signaux sont requis pour initier la réponse immunitaire adaptative des lymphocytes T : 

la reconnaissance par le TCR (T Cell Receptor) du complexe peptide antigénique – CMH 

(complexe majeure d’histocompatibilité) et la co-stimulation via différents récepteurs 

interagissant avec des ligands exprimés par les cellules présentatrices d’antigènes. Par 

ailleurs, la présence de co-récepteurs inhibiteurs permet de contrôler la réponse immunitaire. 

Ces récepteurs, sortes de freins à la réponse immunitaires, et appelés points de contrôle 

immunitaire (ICKs : immune checkpoints) induisent un épuisement lymphocytaire, associant 

une absence de prolifération en réponse à l’antigène reconnu et la perte des fonctions 

effectrices cytotoxiques du fait de la diminution de sécrétion d’interféron gamma (IFNγ). 

Les tumeurs MSI développent différents mécanismes d’échappement à la réponse 

immunitaire anti-tumorale. Le processus de présentation antigénique par les cellules 

tumorales peut notamment être altéré, via des mutations au niveau de gènes impliqués dans 

l’apprêtement et l’assemblage des complexes peptides - CMH dans le réticulum 

endoplasmique, ou dans leur transport jusqu’à la surface de la cellule tumorale. Ainsi ont été 

rapportées différentes mutations du gène de la béta-2-microglobuline (B2M), protéine 

impliquée dans la présentation antigénique en tant que composant du complexe protéique 

HLA de classe I. En effet le gène de la B2M présente plusieurs séquences microsatellitaires 

dans sa séquence codante. Les mutations de ces séquences, aboutissant à la production de 

mutants protéiques tronqués de la B2M, ont pour conséquence la perte de la présentation 

antigénique, rendant les cellules tumorales « invisibles » pour les lymphocytes T cytotoxiques 

[80].  

Par ailleurs, il a été démontré que les tumeurs MSI surexprimaient de multiples ICKs, 

notamment PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3 et IDO, contrebalançant ainsi l’activité anti-

tumorale caractéristique de leur microenvironnement. Cliniquement, ce mécanisme 

d’échappement immunitaire annule l’impact pronostique positif apporté par l’infiltrat 

inflammatoire anti-tumoral des tumeurs MSI [81, 82].  

Ces données forment le rationnel biologique du développement de nouvelles thérapies ciblant 

les ICKs [83]. Ces différents inhibiteurs de PD-1, PD-L1 ou encore CTLA-4 (voir section 
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II.E.3), ont ainsi été testés chez les patients traités pour un cancer MSI, et ont démontré dans 

cette situation biologique spécifique une activité clinique majeure (voir section II.F) [12]. 

E. Immunothérapie antitumorale 

1. Immunothérapie conventionnelle 

Il paraît essentiel de rappeler que l’immunothérapie n’est pas née au XXIe siècle. Les progrès 

thérapeutiques réalisés cette dernière décennie s’inscrivent dans la suite de travaux 

scientifiques anciens. Avant l’avènement des inhibiteurs d’ICKs (ICKi), l’immunothérapie 

avait déjà sa place en cancérologie, avec notamment le bacille de Calmette-Guerin (BCG-

thérapie), l’interleukine-2 (IL-2), ou l’interféron alpha (IFNα). 

Le BCG a été étudié comme potentiel traitement du cancer dès les années 70, après que des 

études épidémiologiques avaient montré une réduction du risque de leucémie chez les enfants 

vaccinés par le BCG [84]. C’est ainsi qu’il a été utilisé sous la forme d’instillations 

intradermiques puis intravésicales dès 1976 pour le traitement des tumeurs superficielles de 

vessie [85]. Cette immunothérapie, qui fait partie des standards actuels de prise en charge des 

tumeurs vésicales superficielles, n’est néanmoins pas dénuée d’effets indésirables 

potentiellement fatals. Les mécanismes de son efficacité ne sont pas totalement élucidés mais 

peuvent être séparés en 3 catégories : (i) l’infection des cellules urothéliales cancéreuses par 

le BCG est responsable d’une augmentation de l’expression du CMH de classe II à la surface 

cellulaire, de même que pour les cellules urothéliales saines, qui médient ainsi une réponse 

immune précoce ; (ii) l’instillation intravésicale de BCG est associée à production de 

cytokines dont l’interleukine-17 qui joue un rôle important dans la réponse cellulaire Th1 ; 

(iii) l’activité anti-tumorale du BCG dépasse le cadre de la réponse immunitaire Th1, 

différents travaux ayant démontré que la réaction au BCG passait également par une réponse 

NK (Natural Killer) et neutrophilique [86]. 

Découverte en 1976 dans le surnageant des cultures des lymphocytes, l’IL-2 est une cytokine 

secrétée par les lymphocytes T CD4+ en réponse à une stimulation antigénique. Elle stimule 

la prolifération des lymphocytes T CD4+ activés ainsi que des cellules NK et augmente leur 

activité cytotoxique. Par ailleurs l’IL-2 stimule la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes B et augmente la cytotoxicité des monocytes qui vont se transformer en 

macrophages. Elle est aussi impliquée dans la production d'autres cytokines comme l’IFNγ, le 

TNF (Tumor Necrosis Factor), et d'autres interleukines. L’IL-2, de même que l’IFNa, ont 

longtemps été (et sont encore) utilisés dans le traitement du cancer du rein métastatique et 
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dans les mélanomes avancés, où ils induisent des réponses objectives dans 15 à 20% des cas, 

avec de rares réponses complètes prolongées (< 5%), au prix d’effets secondaires sévères [87–

89]. Les résultats obtenus par ces traitements ont montré qu’il était possible de traiter le 

cancer efficacement en agissant sur le système immunitaire de l’hôte [89].  

2. Immunothérapie adoptive 

Le développement de l’immunothérapie antitumorale s’est fait au travers de divers axes, allant 

de la vaccination au transfert adoptif de lymphocytes T. L’immunothérapie adoptive vise à 

stimuler le système immunitaire du patient en donnant aux cellules immunitaires l'information 

dont elles ont besoin pour mieux reconnaître les cellules tumorales comme anormales et ainsi 

pouvoir les attaquer. Pour cela, des cellules immunitaires sont sélectionnées et/ou modifiées 

en laboratoire puis réinjectées dans l'organisme du patient. 

Une première approche, le transfert adoptif de lymphocytes T, consiste à prélever des 

lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL : tumor infiltrating lymphocytes) d’un patient à partir 

d'échantillons de sa tumeur, sélectionner ceux qui ont une activité anti-tumorale in vitro, les 

expandre, puis les réinjecter au patient. Les résultats obtenus avec cette technique complexe et 

coûteuse restent néanmoins modestes, et de nouvelles stratégies ont dû être élaborées [90, 91]. 

Une approche plus récente et très prometteuse consiste à modifier génétiquement les 

lymphocytes T des patients pour les faire reconnaître un antigène spécifique de la tumeur 

[figure 5] : il s’agit des « CAR-T cells » (Chimeric Antigen Receptor-T cells).  Cette stratégie 

représente une réelle révolution dans le domaine de l’onco-hématologie [92–94]. Néanmoins 

les CAR-T cells n’ont pas encore fait leurs preuves en oncologie solide, notamment en raison 

du caractère polyclonal, hétérogène de ces maladies, et de la nécessité de prise en compte du 

stroma tumoral inhérent à ces cancers solides [95–98]. 
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Figure 5 : Principes de l’immunothérapie adoptive, les CAR-T cells  

 

D’après l’INCA©, Immunothérapie : mode d'action - Thérapies ciblées et immunothérapie ... e-cancer.fr 

3. Anticorps monoclonaux ciblant les points de contrôle immunitaire 

a) L’ipilimumab, la révolution des années 2010 

L’un des développements les plus importants dans le domaine de l’immunothérapie des 

cancers s’est fait avec l’ipilimumab, alliant les concepts de thérapie ciblée et de modulation 

immunitaire. L’ipilimumab est un anticorps monoclonal ciblant le CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4), qui est un récepteur clé qui est exprimé à la surface des 

cellules T lors de leur activation, et qui se lie aux molécules accessoires de la famille B7 

exprimées par les cellules dendritiques et autres cellules présentatrices d’antigènes. Cette 

liaison du CTLA-4 inhibe la poursuite de l’activation et de l’expansion T, contrôlant et 

atténuant ainsi la réponse immune ; il s’agit d’une voie de costimulation inhibitrice, le CTLA-

4 est un ICK.  

Le rationnel de l’utilisation d’une molécule inhibant CTLA-4 est de « libérer » une réponse 

immunitaire T antitumorale. La première étude randomisée de phase III évaluant l’ipilimumab 

(seul ou en association à un peptide spécifique du mélanome, gp100, utilisé seul comme bras 

comparateur) chez les patients traités pour un mélanome multi-traité, montre un taux de survie 

à 24 mois quasiment doublé (23.5% versus 13.7%) [99]. Une autre étude de phase 3, associant 

l’ipilimumab à la dacarbazine, montrait de même un doublement du taux de longs survivants 

[100]. Il est important de noter que le développement de l’ipilimumab s’est fait en présumant 
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qu’il y avait une réponse T antitumorale préexistante, puisqu’il n’était pas associé à un 

traitement immunisant concomitant, mis à part le vaccin peptidique gp100 dont l’utilité n’est 

pas démontrée.  

En moins d’une décennie, ce premier succès obtenu avec l’ipilimumab a été suivis de 

nombreux autres améliorations significatives pour les patients traités pour un mélanome, que 

ce soit en situation métastatique ou en situation adjuvante, seul ou en association à des 

anticorps monoclonaux ciblant d’autres ICKs, notamment PD-1 ou son ligand PD-L1[figures 

6 et 7] [6, 9, 101].  

Figure 6 : Immunothérapie anti-tumorale et inhibition de PD-1, PD-L1 ou CTLA-4 

 

Les cellules T reconnaissent les antigènes présentés par le CMH à la surface des cellules tumorales via leur TCR. 

Le second signal apporté par la molécule de co-stimulation B7 est nécessaire à l’activation lymphocytaire. La 

molécule CTLA-4 est rapidement surexprimée par les cellules T après leur activation et induit une régulation 

négative de celles-ci en se liant aux molécules de co-stimulation B7 exprimées par les cellules présentatrices 

d’antigènes qui induisent un signal activateur ou inhibiteur selon qu’elles se lient à CD28 ou à CTLA-4 (encadré 

de gauche). Le récepteur inhibiteur PD-1 est exprimé par les cellules T en cas d’expositions antigéniques 

prolongées et induit une régulation négative lors de sa fixation à ses ligands PD-L1 et PD-L2 qui sont exprimés 

dans le microenvironnement tumoral ; cette interaction PD-1/PD-L1(-L2) a lieu durant la phase effectrice de la 

cellule T, dans les tissus périphériques (encadré de droite). D’après Ribas, N Engl J Med (2012) [102]  
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Figure 7 : Mécanismes d’action des inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 

 

La reconnaissance par le TCR de l’antigène spécifique présenté par les molécules du CMH à la surface des 

cellules tumorales induit l’activation des fonctions effectrices de la cellule T qui produit alors de l’IFNγ et 

d’autres cytokines. Les cellules tumorales et autres cellules du micro-environnement expriment des récepteurs à 

l’IFNγ  qui induisent via JAK1/2 et d’autres transducteurs du signal la traduction de différents gènes de réponse 

à l’IFNγ , notamment l’IRF-1 (interferon regulatory factor-1)  qui se lie à PD-L1 amenant à son transport à la 

surface cellulaire. L’expression de PD-L1 induit alors l’extinction des cellules T anti-tumorales (encadré de 

gauche). L’inhibition de PD-1 et de PD-L1 par des anticorps monoclonaux induit la prolifération des cellules T 

et leur infiltration dans les tumeurs, d’où une réponse T cytotoxique et une réponse tumorale à ces traitements 

(encadré de droite). D’après Ribas and Wolchok, Science 2018 [103] 

b) Un profil d’efficacité particulier 

Il est important de noter que le profil d’efficacité de l’immunothérapie diffère 

fondamentalement de celui des thérapies antitumorales conventionnelles (chimiothérapies 

cytotoxiques ou thérapies ciblée). En effet, il est caractérisé par des réponses cliniques 

durables, qui se traduisent par une plus ou moins forte proportion de patients présentant une 

survie sans événement prolongée. Cela peut être visualisé sur les courbes de survie, avec une 

queue de courbe en plateau, de plus ou moins haute altitude selon la localisation tumorale et le 

type d’immunothérapie (monothérapie, combinaison, etc.) [figure 8].  
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Figure 8 : Courbes de survie sous immunothérapie ou traitements conventionnels 

Effet des chimiothérapies cytotoxiques et thérapies ciblées (A), et de l’immunothérapie (B) : les chimiothérapies 

cytotoxiques et thérapies induisent une réponse tumorale rapide mais rarement durable, résultant en une 

amélioration précoce des courbes de survie, mais sans amélioration claire de la queue de la courbe. D’après 

Ribas et al., Clin. Can. Res (2012) [104] 

 

c) L’élargissement aux autres localisations tumorales 

De manière intéressante, le spectre d’efficacité de cette nouvelle forme d’immunothérapie 

s’est élargi aux localisations tumorales reconnues comme sensibles aux immunothérapies 

conventionnelles. Dans le cancer du rein, l’association de l’ipilimumab au nivolumab 

(anticorps anti-PD-1) est associée à un taux de survie à 18 mois de 75%, contre 60% avec le 

sunitinib (inhibiteur de tyrosine kinase antiangiogénique), et 20 à 30% avec l’IFNa [105]. 

Dans le cancer de la vessie, l’efficacité des ICKi paraît moindre que dans le cancer du rein ou 

le mélanome, avec néanmoins des résultats positifs, qui devraient amener à des recherches 

translationnelles poussées afin de sélectionner les patients  à même de tirer un bénéfice 

clinique de ces traitements [106–109].  

Le blocage des ICKs est également efficace dans d’autres localisations tumorales, et en 

premier lieu le cancer du poumon avec un taux de survie à 1 an passant de 49% sous 

chimiothérapie seule à 69% en combinant la chimiothérapie au pembrolizumab (anti-PD-1) 

[8, 110]. Le cas du cancer du poumon est intéressant à plusieurs égards. Tout d’abord, il est 

important de noter que les tumeurs avec une mutation activatrice de l’EGFR (epidermal 

growth factor receptor), qui ont une oncogénèse particulière, indépendante du tabagisme, 

semblent résistantes à l’immunothérapie [111]. Par ailleurs, l’expression de PD-L1 par les 

cellules cancéreuses s’est révélé être un biomarqueur prédictif de l’efficacité des anticorps 

anti-PD1, avec une valeur insuffisante pour restreindre ce traitement à un sous-groupe 
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particulier, mais permettant néanmoins d’optimiser la stratégie thérapeutique entre 

chimiothérapies conventionnelles et immunothérapie [112]. Enfin, différentes signatures 

génomiques ont été démontrées comme prédictives de l’efficacité des ICKi dans le cancer 

bronchique : la signature du « tabac », la charge mutationnelle et les mutations des systèmes 

impliqués dans la réplication et la réparation de l’ADN (système MMR, mutation de la 

polymérase epsilon) [113].  

Ces signatures prédictives mettent en avant deux éléments centraux de la sensibilité des 

cancers à l’immunothérapie : la charge mutationnelle et les mécanismes oncogénétiques sous-

jacent du phénotype hypermuté. Les résultats les plus spectaculaires de l’immunothérapie ont 

été observés dans le mélanome et le cancer broncho-pulmonaire, cancers causés 

majoritairement par une exposition chronique à des mutagènes (ultraviolets, tabagisme), deux 

cancers présentant le plus fort de taux de néo-antigènes tumoraux [114]. Dans le cadre du 

cancer du poumon, qui peut également se développer chez des personnes non exposées au 

tabac (tumeurs fréquemment mutées EGFR, voir ci-dessus), la signature du « tabac » était 

corrélée à la charge mutationnelle (qui peut varier d’un rapport x100 entre deux tumeurs) et à 

l’efficacité de l’immunothérapie [113]. Dans ce travail concernant le cancer broncho-

pulmonaire, il est également important de noter qu’étaient retrouvés 3 cas présentant des 

anomalies des systèmes de réplication et de réparation de l’ADN, à savoir de POLD1 (ADN 

polymérase D1), POLE (ADN polymérase epsilon) et MSH2 (i.e. tumeur dMMR). 

F. Immunothérapie des cancers présentant une instabilité microsatellitaire 

1. Activité anti-tumorale des inhibiteurs de points de contrôle immunitaire 

Les ICKi sont associés à une grande efficacité clinique chez les patients traités pour un CCRm 

MSI/dMMR, que ce soit le pembrolizumab (anticorps monoclonal anti-PD-1), le nivolumab 

(anti-PD-1) seul ou en association avec l’ipilimumab (anti-CTLA-4) [12, 115–118]. A 

l’inverse, ces thérapies ciblées n’ont démontré aucune activité clinique chez les patients 

présentant un CCR MSS [119–121]. Les résultats de ces études de phase II non randomisées 

chez les patients avec un CCR MSI sont présentés dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Données d’efficacité de l’immunothérapie pour les patients avec un cancer 

colorectal métastatique MSI 

 N 

 

CR 

(%) 

PR 

(%) 

SD 

(%) 

PD 

(%) 

NE 

(%) 

Taux de 

SSP à 1 an 

(%) 

SSP 

médiane 

(mois) 

Suivi 

médian 

(mois) 

Keynote-016          

Pembrolizumab [122] 28 11 46 32 4 7 - NA 8.7 

Keynote-164           

Pembrolizumab, 

cohorte A [123] 

 ≥ 2 lignes préalables 

61 0 28 23 46 3 34 2.3 13.2 

Pembrolizumab, 

cohorte B [116] 

 ≥ 1 ligne préalable 

63 3 29 25 40 3 41 4,1 12.6 

CheckMate-142          

Nivolumab [115, 118] 74 9 24 31 31 5 44 6.6 21 

Nivolumab + 

Ipilimumab [117] 

119 3 51 31 12 3 71 NA 13.4 

CR: complete response (réponse complète : -100%) ; PR: partial response (réponse partielle : > -30%) ; SD: 

stable disease (stabilité tumorale : -30% à +20%) ; PD: progressive disease (progression tumorale : > +30%) ; 

SSP: survie sans progression ; SG: survie globale ; NA : non atteint  

Le critère de jugement le plus représentatif de l’efficacité de ces médicaments anti-cancéreux 

est la durée de réponse des tumeurs MSI/dMMR aux ICKi, dont la médiane n’a toujours pas 

été atteinte dans aucune des 4 cohortes publiées, avec pourtant un suivi médian supérieur à 12 

mois pour chacune d’entre elle. Les courbes de survie sont ainsi comparables à celles 

observées dans les autres localisations tumorales (voir section II.E.3.b) [figures 8 et 9]. 

L’activité majeure de ces nouveaux traitements a amené à l’autorisation de prescription aux 

Etats-Unis (Food and Drug Administration (FDA) approval) du pembrolizumab chez les 

patients avec un cancer avancé MSI chimio-réfractaire, quelle que soit la localisation 

tumorale, et du nivolumab seul ou associé au pembrolizumab pour les patients avec un CCRm 

MSI. 
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Figure 9 : Courbes de survie sous immunothérapie, l’exemple du cancer colorectal MSI 

 

Courbes de survie sans progression (A) et de survie globale (B) des patients avec un cancer colorectal 

métastatique MSI traité par nivolumab seul ou en association à l’ipilimumab [117] 

2. Profil de toxicité des inhibiteurs de point de contrôle immunitaire 

Le profil de toxicité des ICKi paraît acceptable. Aucun décès toxique n’a été rapporté chez les 

patients traités pour un CCR. Des événements indésirables sévères (de grade 3 ou 4 selon la 

classification NCI-CTCAE) ont été rapportés chez 11 à 21% des patients traités par anticorps 

anti-PD1 en monothérapie, et chez 32% des patients traités avec la combinaison du nivolumab 

et de l’ipilimumab. Il s’agit principalement d’hépatites, de colites, de pancréatites, ou 

d’atteintes endocriniennes telles que les thyroïdites, ce qui correspond à un profil de toxicité 

différent des agents cytotoxiques conventionnels requérant l’acquisition de nouvelles 

compétences par les cliniciens [124]. De manière intéressante, les patients pour qui 

l’immunothérapie a été arrêtée en raison d’effets secondaires semblent tirer un bénéfice 

similaire de ce traitement que la population globale étudiée (16 patients parmi les 119 de 

l’étude de combinaison du nivolumab et de l’ipilimumab, avec un taux de réponse objective 

de 63% et un taux de contrôle de la maladie supérieure à 12 semaines évalué à 81%) [12, 117, 

118]. 

A 

B 



38 

 

G. Aspects contextuels  

1. Les cancers colorectaux MSI avant l’ère de l’immunothérapie 

a) Pronostic 

(1) Cancers colorectaux localisés  

Aux stades localisés (stades I à III), les CCR MSI sont de meilleur pronostic que les CCR 

MSS. L’analyse des essais cliniques comparant la chirurgie seule à la chirurgie associée à une 

chimiothérapie adjuvante par fluoropyrimidine a permis de démontrer l’influence pronostique 

favorable du statut MSI. S’appuyant sur les résultats de 5 essais de phase 3 concernant des 

CCR de stade II ou III, Ribic et al. ont rapporté en 2004 un hazard ratio (HR) à 0.31 

(P=0.004) en faveur d’une amélioration de la survie globale (SG) à 5 ans des patients atteints 

d’un CCR MSI traité par chirurgie seule [125]. L’étude complémentaire de Sargent et al. 

validait ces résultats avec des HR à 0.46 pour la survie sans maladie et à 0.51 pour la SG ; ces 

tendances perdaient cependant leur significativité en analyse multivariée [126]. 

En 2011, l’étude de Sinicrope analysait 2141 patients inclus dans différents essais randomisés 

de chimiothérapie adjuvante à base de fluoropyrimidines. En analyse multivariée, les 344 

patients avec une tumeur MSI avaient une survie sans récidive et une SG significativement 

prolongées par rapport au groupe MSS [127]. Ces résultats étaient retrouvés chez les patients 

traités et non traités avec des tumeurs MSI de stade II et de stade III, résultats confirmés 

spécifiquement pour le groupe des stades II par l’étude QUASAR où 10% des patients avec 

tumeur MSI ont rechuté ou sont décédés, contre 27% des patients MSS [128].  

L’étude PETACC-3, qui a analysé les CCR de stade II et III, a confirmé le caractère 

pronostique positif du statut MMR [129]. Cet impact pronostique est majeur pour les tumeurs 

de stades II, sur la SSR (HR 0.26, IC95 0.10–0.65) et la SG (HR 0.16, 0.04–0.64) [130]. Pour 

les stades III, il reste significatif sur la SSR (HR 0.67, 0.46–0.99), mais pas sur la SG (HR 

0.70, 0.44–1.09).  

L’impact pronostique du statut MSI semble s’amenuiser au fur et à mesure de l’avancée de la 

maladie, des stades localisés au stade métastatique. Ainsi la méta-analyse du groupe 

ACCENT (N = 7803) a montré que chez les patients traités par chirurgie seule, le statut MSI 

confère un avantage pronostique en termes de survie sans récidive et de survie globale, avec 

un impact plus important pour les cancers de stade II que pour les cancers de stade III [tableau 

3] [131]. L’analyse de l’étude PETACC-3 montre également que l’impact pronostique positif 

de MSI observé pour les CCR de stade III est perdu dans les tumeurs avec un envahissement 
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ganglionnaire important (4 ganglions ou plus) [132]. A l’inverse, le statut MSI a un impact 

pronostique péjoratif dans les CCR de stade IV (voir ci-dessous). 

Il est important de noter que la mutation V600E de BRAF, fréquemment associée au statut 

MSI, n’a pas d’impact pronostique chez les patients avec des CCR MSI de stade III, tandis 

qu’elle est associée à des taux de survie inférieurs pour les tumeurs MSS [61].  

Tableau 3 : Résultats de la méta-analyse ACCENT (Adjuvant Colon Cancer Endpoints) 

  N Survie sans récidive à 5 ans Survie globale à 5 ans 

  MSI MSS Hazard ratio MSI MSS Hazard ratio 

Stade II Chirurgie 307 89% 74% 0.27 

P=.012 

90% 78% 0.27 

P =.011 

 5FU  1155 88% 83% 0.81 

P =.28 

88% 87% 0.87 

P=.47 

Stade III Chirurgie  264 60% 47% 0.59 

P =.16 

59% 54% 0.69 

P =.28 

 5FU  2723 72% 64% 0.80 

P =.025 

77% 71% 0.79 

P =.097 

[131] 

 

(2) Cancers colorectaux métastatiques 

L’impact du statut dMMR sur le pronostic des patients atteints d’un CCR à un stade 

métastatique n’est pas encore totalement élucidé. La faible prévalence des CCRm MSI 

comparativement aux stades II et III (5% versus 15-20%) souligne la faible capacité de ce 

type tumoral à développer des métastases. Peu de données sont disponibles concernant le 

pronostique des patients avec un CCRm MSI. Jusqu’à récemment, les études ayant évalué 

l’impact pronostique du statut MMR dans cette situation avaient inclus de très faibles 

échantillons, rendant les résultats statistiquement non significatifs et difficilement 

interprétables [tableau 4].  
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Tableau 4 : Valeur pronostique de l’instabilité des microsatellites dans les cancers 

colorectaux métastatiques 

Auteur, année N (MSI / MSS) Survie globale (mois) P 

  MSI MSS  

Brueckl, 2003 [133] 43 (7 / 36) 33 19 0.021* 

Des Guetz, 2007 [134] 40 (9 / 31) 16 22.5 0.16 

Koopman, 2009 [135] 515 (18 / 497) 10.2 17.9 0.41 

Tran, 2011 [136] 350 (40 / 310) 11.1 22.1 0.001* 

Venderbosch, 2014 [137] 3063 (153 / 2910) 13.6 16.8 0.001* 

* : statistiquement significatif 

 

L’analyse poolée de 4 études de phase III en situation de 1
e
 ligne métastatique (études 

CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS) a permis de mieux appréhender le profil pronostique des 

CCRm MSI [137]. Parmi les 3063 patients présentant un CCR de stade IV, ceux avec une 

tumeur MSI (n = 153 ; 5%) avaient une SSP et une SG significativement réduites par rapport 

aux patients avec un cancer MSS (HR = 1.33, IC95 1.12-1.54 ; HR  = 1.35, IC95 1.13-1.61, 

respectivement), suggérant que le phénotype MSI a un impact pronostic péjoratif en situation 

métastatique.  

La prise en compte de l’association forte entre MSI et BRAFV600E permet de préciser ces 

données et semble indiquer que le pronostic défavorable observé pour les patients présentant 

un CCRm MSI est lié à l’impact péjoratif de la mutation BRAFV600E, retrouvée dans 34% 

des cas dMMR [tableau 5 ; figure 10].  
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Tableau 5 : Médianes de survie globale selon les statuts BRAF et microsatellitaire dans 

l’analyse poolée des essais CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS 

 

BRAF
MT

   BRAF
WT

  dMMR   pMMR 

dMMR dMMR   dMMR pMMR  BRAF
MT

 BRAF
WT

   BRAF
MT

 BRAF
WT

 

Nombre de patients 53 197   100 2713  53 100   197 2713 

SG, médiane 

(mois) 
11.7 11.3 

  
15.0 17.3 

 
11.7 15.0 

  
11.3 17.3 

HR 

(IC95) 

1.05 

(0.68-1.63) 

  1.22 

(0.91-1.65) 

 1.51 

(0.93-2.46) 

  1.94* 

(1.57-2.40) 

* : statistiquement significatif ; BRAF
MT

 : BRAFV600E muté ; BRAF
WT

 : BRAF sauvage [137] 

 

Figure 10 : Courbes de survie globale selon les statuts BRAF et microsatellitaire en 

situation métastatique  

dMMR : MMR-déficient ; pMMR : MMR-proficient ; OS : survie globale (mois) 

d’après Venderbosch et collègues, Clin. Can. Res. (2014) 
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b) Chimiothérapies cytotoxiques 

(1) Chimiothérapie adjuvante des cancers localisés 

L’impact prédictif du statut MSI sur l’efficacité des chimiothérapies adjuvantes par 

fluoropyrimidines a été complexe à appréhender. Tout d’abord, l’analyse de Ribic (N = 570) a 

montré que les patients avec des CCR MSS de stades II et III avaient une meilleure SSR et 

SG lorsqu’ils recevaient une chimiothérapie adjuvante contenant une fluoropyrimidine (HR = 

0.69, P = 0.002), contrairement au groupe MSI (HR 2.17, P = 0.10) [125]. L’analyse 

confirmatoire de Sargent (N = 1027) montrait en outre une réduction significative de la SSR 

pour les CCR MSI de stade II lorsqu’ils recevaient une fluoropyrimidine en adjuvant (HR = 

2.59, P = 0.04). La méta-analyse du groupe ACCENT, si elle ne mettait pas en évidence 

d’impact péjoratif du traitement adjuvant pour les CCR MSI de stade II, confirmait l’absence 

d’efficacité des fluoropyrimidines dans ce sous-groupe [126, 131]. Ces données permettent de 

conclure que le statut MSI doit être connu pour les stades II, car en cas de tumeur MSI, il n’y 

pas d’indication à une chimiothérapie par fluoropyrimidines en raison de leur pronostic 

excellent et de l’absence d’impact de la chimiothérapie adjuvante dans cette situation.  

Pour les CCR de stade III, la situation est différente puisque le traitement adjuvant de 

référence est l’association d’une fluoropyridimine à l’oxaliplatine [138]. La problématique du 

bénéfice apporté par l’ajout de l’oxaliplatine en situation adjuvante selon le statut MSI a été 

initialement soulevée par Zaanan et al., dans une étude rétrospective, montrant un effet positif 

sur la SSR des patients avec un CCR MSI de stade III traités par FOLFOX [139]. Une 

seconde étude française a repris 433 CCR MSI dont 186 tumeurs de stade III, traitées par 5-

FU seul ou FOLFOX [140]. En analyse multivariée, l’ajout de l’oxaliplatine était associé à 

une amélioration significative de la SSR (HR = 0.29 ; P = 0.003). Le bénéfice de l’ajout de 

l’oxaliplatine était retrouvé de manière significative dans les tumeurs de stade III (HR 0.39 ; P 

= 0.0014) et avec une tendance forte dans les stades II de haut risque (HR 0.141 ; P = 0.549). 

L’essai MOSAIC, qui a démontré la supériorité du FOLFOX4 sur le LV5FU2 pour les CC 

réséqués de stade II ou III, a permis de suggérer l’intérêt du FOLFOX pour les tumeurs MSI 

dans le cadre d’une étude prospective de phase III [141]. Les résultats à 10 ans de cette étude 

(N = 1 008) sur les 95 cas MSI sont en faveur de l’ajout de l’oxaliplatine sur la SSR (HR 0.48 

; IC95 0.207-1.16) et la SG (HR 0.41 ; IC95 0.16-1.07), mais le nombre de patients avec une 

tumeur MSI dans cette étude est insuffisant pour être statistiquement significatif [20]. De 

même, les études C-07 et C-08 du NSABP manquaient de puissance statistique pour pouvoir 

mettre en évidence une amélioration de la survie par l’ajout de l’oxaliplatine chez les patients 
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avec un CC MSI de stade III (seulement 12 et 16 rechutes dans les groupes MSI des études C-

07 et C-08, respectivement) [142, 143]. Le statut MSI n’a à ce jour pas démontré son intérêt 

dans l’indication d’un traitement adjuvant dans les stades III, qui demeure une association de 

l’oxaliplatine à une fluoropyrimidine, pour une durée de 3 à 6 mois [144]. 

(2) Chimiothérapie palliative des cancers métastatiques 

La littérature scientifique est très limitée concernant la sensibilité des cancers colorectaux 

métastatiques aux chimiothérapies cytotoxiques conventionnelles ou aux thérapies dites 

ciblées telles que les antiangiogéniques (bevacizumab, aflibercept) ou les anticorps 

monoclonaux ciblant l’EGFR (cetuximab, panitumumab). 

Dans une analyse poolée de 4 essais randomisés (CAIRO, CAIRO2, COIN et FOCUS), les 

patients avec un CCRm MSI/dMMR avait une survie sans progression en 1
e
 ligne inférieure à 

celle de la population avec un cancer MSS (médiane de 6.2 mois versus 7.6 mois 

respectivement, HR = 1.33, IC95 1.12-1.57). Une large étude rétrospective française est 

actuellement en cours d’analyse pour évaluer la chimiosensibilité des cancers métastatiques 

MSI selon le type de traitement réalisé (irinotécan ou oxaliplatine, antiangiogéniques ou 

thérapies anti-EGFR), étude réalisée notamment avec les données de la cohorte clinique 

constituée pour notre travail de thèse. La médiane de survie sans progression chez les patients 

en situation non curative (avec des métastases irrésécables) n’était que de 3.9 mois, sans 

différence observée entre les types de chimiothérapie (5-fluorouracile seul ou en association à 

l’irinotécan ou à l’oxaliplatine), et sans amélioration significative de la survie avec l’ajout des 

anti-angiogéniques ou des anti-EGFR. Concernant les traitements ciblant l’EGFR, il est 

important de relever que les CCR MSI sont fréquemment BRAF mutés et se développent 

principalement dans le côlon proximal,  deux situations pour lesquelles ces thérapies ciblées 

ont été démontrées comme peu ou pas efficaces [62, 63, 145].  

Les résultats de ces études, bien que parcellaires, montrent donc que les CCRm MSI semblent 

relativement résistants aux chimiothérapies conventionnelles. Les études randomisées 

actuellement en cours comparant les ICKi aux chimiothérapies standards permettront 

d’explorer de manière plus rigoureuse la chimiosensibilité des CCRm MSI. 

2. Développement de l’immunothérapie dans les cancers colorectaux MSI 

a) Cancers colorectaux métastatiques MSI 

Les différentes cohortes publiées concernant l’activité clinique des ICKi pour les patients 

avec un CCR MSI ne concernent que les patients en situation métastatique, en progression 
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tumorale malgré au minimum une ligne de chimiothérapie, et sans comparaison directe 

possible aux chimiothérapies conventionnelles puisque ces essais n’étaient pas randomisés 

(voir section II.F.1). L’un des enjeux majeurs est à présent de savoir comment utiliser ces 

nouveaux traitements, en les intégrant à l’arsenal thérapeutique existant.  

Le pembrolizumab est actuellement en cours d’évaluation en première ligne métastatique dans 

une étude de phase 3 dans l’étude Keynote-177 (NCT02563002) qui évalue l’efficacité et la 

tolérance de cet inhibiteur de PD-1 en comparaison à la chimiothérapie standard. Les patients 

sont randomisés pour recevoir le pembrolizumab dosé à 200 mg toutes les 3 semaines ou une 

chimiothérapie dont le choix est laissé à l’investigateur (FOLFOX6m ou FOLFIRI, seul ou en 

association au cetuximab ou au bevacizumab), le traitement étant poursuivi jusqu’à 

progression, toxicité inacceptable ou réalisation de 35 cycles de pembrolizumab (soit 2 ans de 

traitement). Un cross-over vers le pembrolizumab est autorisé pour les patients randomisés 

dans le bras chimiothérapie. Le critère de jugement principal est la survie sans progression. Si 

son objectif principal est atteint, cette étude de phase 3 pourrait amener à l’autorisation de 

mise sur le marché en situation de maladie métastatique non prétraitée par chimiothérapie 

pour les patients avec un CCR MSI. 

En situation de première ligne métastatique, l’étude de phase 3 COMMIT évalue 

l’atezolizumab (anticorps monoclonal anti-PD-L1 ; NCT02997228) seul ou combiné au 

FOLFOX plus bevacizumab, ces 2 bras de traitement étant comparé au FOLFOX plus 

bevacizumab. Le critère de jugement principal est la survie sans progression. Cette étude de 

phase 3 apportera les premières données d’activité clinique des inhibiteurs de PD-L1 (avec 

l’étude de phase 2 randomisée SAMCO, qui évalue l’avelumab en 2
e
 ligne de traitement). 

Chez les patients réfractaires aux chimiothérapies conventionnelles (5-fluorouracile, 

oxaliplatine, irinotécan, bevacizumab, anti-EGFR pour les tumeurs RAS sauvages), l’essai de 

phase 2 mono-bras NIPICOL (NCT03350126), au sein duquel les patients sont traités par 

nivolumab à l’ipilimumab, permettra de savoir comment évaluer sur le plan radiologique 

l’efficacité des ICKi, en comparant les critères RECIST (response evaluation criteria in solid 

tumors) et iRECIST dans l’analyse du taux de contrôle tumoral à 12 semaines [146].  

Les essais cliniques avec ICKi pour les patients avec un CCR MSI actuellement ouverts en 

France sont résumés dans le tableau 6. 
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b) Cancers colorectaux localisés MSI 

Une autre situation de grand intérêt sur le plan clinique est la situation adjuvante, pour les 

patients opérés pour un CCR MSI localisé. Dans cette situation où le traitement standard est 

l’association de l’oxaliplatine à une fluoropyrimidine pendant 3 à 6 mois avec des taux de 

guérison avoisinant 80%, il paraît important d’évaluer l’efficacité des ICKi. L’étude Alliance 

A021502 (NCT02912559) compare ainsi le traitement par FOLFOX à son association avec 

l’atezolizumab pour les patients avec un cancer colique de stade III (i.e. avec une atteinte 

ganglionnaire. Dans le bras expérimental, les patients reçoivent 6 mois de chimiothérapie 

combinée à l’atezolizumab, suivis de 6 mois supplémentaires de traitement par atezolizumab 

seul. 

c) Problématiques liées au développement de l’immunothérapie 

Si la comparaison des ICKi aux chimiothérapies conventionnelles correspond à une suite 

logique dans le développement de ces nouveaux traitements anti-cancéreux, d’autres 

problématiques apparaissent er requièrent des études dédiées.  

La première de ces problématiques concerne la résistance des tumeurs MSI à 

l’immunothérapie. Tout d’abord, entre 12 et 40% des tumeurs MSI semblent présenter une 

résistance primaire aux ICKi, avec une progression tumorale dès la première évaluation 

radiologique généralement effectuée 6 à 8 semaines après l’initiation du traitement [115–117]. 

Par ailleurs, des résistances acquises, secondaires, peuvent également apparaître [103, 147]. 

Les principaux biomarqueurs putatifs (statut mutationnel de KRAS, NRAS ou BRAF, origine 

sporadique ou héréditaire de la déficience MMR, charge mutationnelle) n’ont pas montré 

d’impact prédictif sur l’efficacité des ICKi [12, 115, 117]. Certains mécanismes de résistance 

sont en train d’être mis en évidence, tels que les mutations délétères de JAK (10 à 20% des 

cancers MSI), les pertes des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité ou les 

mutations de la béta-2-microglobuline [148–151]. 
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Tableau 6 : Essais cliniques d’immunothérapie pour les patients avec un cancer colorectal MSI actuellement ouverts en France 

Numéro 

d’enregistrement 

Essai 

 

Condition Intervention Type Cible 

NCT02671435 - MSI ou MSS durvalumab + monalizumab phase I PD-L1 et NKG2A 

NCT03202758 MEDITREME MSI ou MSS ; chimio-naïf durvalumab + tremelimumab + FOLFOX phase I-II PD-L1 et CTLA-4 

Essais dédiés aux cancers MSI 

NCT02791334 PACT MSI  LY3300054 phase I PD-L1 

NCT02332668 KEYNOTE-051 MSI ; chimiorésistant ; < 18 ans pembrolizumab phase II PD-1 

NCT03350126 NIPICOL MSI ; chimiorésistant nivolumab + ipilimumab phase II PD-1 et CTLA-4 

NCT03186326 SAMCO MSI ; résistant à une ligne de 

chimiothérapie 

avelumab + chimiothérapie phase II 

randomisée 

PD-L1 

NCT02528357 ENGAGE-1 MSI ; chimiorésistant GSK3174998 ± pembrolizumab phase I OX-40 et PD-1 

NCT02715284 - MSI, résistant à 2 lignes de 

chimiothérapie 

TSR-042 phase I PD-1 

Essais dédiés aux cancers résistants aux inhibiteurs de PD-1 ou PD-L1 

NCT03343613 I9L-MC-JZCA MSI ; résistant aux anti-PD-1 

ou PD-L1 

LY3300054 phase I PD-L1 et IDO 
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III. Résultats 

A. Axe nosologique 

Jusqu’à la découverte du phénotype MSI comme biomarqueur prédictif de l’efficacité de 

l’immunothérapie, son impact clinique pour les cancers colorectaux métastatique restait peu 

exploré du fait d’une part de sa faible prévalence (3 à 5%) et d’autre part de l’absence 

d’impact thérapeutique. L’émergence des ICKi et l’association du phénotype MSI avec la 

mutation BRAFV600E, biomarqueur de mauvais pronostic entraînant des adaptations 

thérapeutiques (intensification des chimiothérapies) ont amené la communauté scientifique et 

médicale à s’intéresser plus avant aux CCR MSI de stade IV.  

L’axe nosologique développé durant notre travail de thèse s’est intéressé à la description de 

l’histoire naturelle de la maladie métastatique des CCR MSI, en portant un intérêt particulier 

au caractère sporadique ou héréditaire de la déficience du système MMR qui se présente 

comme un potentiel biomarqueur d’intérêt dans le cadre de l’immunothérapie. Nous avons 

pour cela construit une collection biologique constituée d’échantillons tumoraux des tumeurs 

primitives et/ou des métastases de CCRm MSI de patients provenant de différents hôpitaux 

français, dont les données cliniques ont été également recueillies. Les statuts MMR, BRAF et 

la méthylation du promoteur de MLH1 ont été systématiquement analysés pour identifier les 

cas sporadiques et les cas a priori reliés au syndrome de Lynch. 

La notion de « histoire familiale de syndrome de Lynch » est apparue dans les différents 

essais d’immunothérapie pour les cancers MSI, dans le but d’évaluer l’origine sporadique ou 

héréditaire de la déficience du système MMR comme potentiel biomarqueur d’efficacité [12, 

115, 117]. Cette dichotomisation est réalisée de manière non systématisée à partir de 

différents éléments des dossiers médicaux : âge, antécédents familiaux, et, si disponibles, 

immunohistochimie MMR, statut mutationnel de BRAF et analyse de l’ADN germinal. Nous 

avons également dans ce travail évalué le risque d’erreur dans la distinction sporadique / 

germinale en utilisant cette méthodologie, en comparaison à une analyse systématisée de 

l’expression des protéines MMR, du statut de méthylation de MLH1 et de BRAF (et d’une 

mutation germinale connue lorsque cette analyse avait été réalisée). 

Nous montrons, à partir d’une cohorte de 129 patients, que les CCRm MSI reliés au syndrome 

de Lynch ont une histoire naturelle distincte de celle des CCRm MSI sporadiques. Ces 

derniers, plus fréquemment retrouvés chez des personnes âgées, de sexe féminin et 

principalement développés à partir du côlon proximal, sont associés, de manière non 
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significative à une atteinte métastatique d’emblée plus fréquente que les cancers MSI 

héréditaires (56% versus 41%, P = 0.10). En analyse univariée, le caractère sporadique de la 

déficience MMR était associé à un moins bon pronostic, probablement en rapport avec un âge 

plus élevé au diagnostic et un moindre recours à la chirurgie des métastases (21% versus 54%, 

P = 0.001), deux paramètres qui étaient corrélés à la survie globale en analyse multivariée. 

Dans cette cohorte, nous montrons par ailleurs que 22% des CCRm MLH1/PMS2-négatifs 

auraient été mal classés (entre cancers sporadiques et héréditaires) en utilisant les données des 

dossiers médicaux plutôt qu’une analyse moléculaire systématisée. 

Ce travail a été présenté sous la forme d’un poster au congrès annuel 2016 de l’ASCO 

(American Society of Clinical Oncology), et publié dans European Journal of Cancer en 2017 

[152] : Cohen R, Buhard O, Cervera P, et al (2017) Clinical and molecular characterisation of 

hereditary and sporadic metastatic colorectal cancers harbouring microsatellite 

instability/DNA mismatch repair deficiency. Eur J Cancer 86:266–274. 
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Supplementary methods 

Determination of MMR and microsatellite statuses 

MMR and microsatellite statuses were systematically confirmed using immunohistochemistry 

and polymerase chain reaction in the laboratory team unit “microsatellite instability and 

cancer” from Saint-Antoine Research Center (INSERM, UMR_S 938, 184 rue du Faubourg 

Saint-Antoine, Paris 75012, France). 

Formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tumor specimen were stained with anti-MLH1, -

PMS2, -MSH2 and -MSH6 antibodies. Protein expression was considered negative when 

nuclear staining was absent in tumor cells. Non-tumor tissue was used as an internal control. 

Tumor DNA was extracted from paraffin sections using the DNeasy Blood and Tissue DNA 

isolation kit (Qiagen, Hilden, Germany). MSI status was determined using Pentaplex PCR 

(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 and NR-27). All Pentaplex markers were analysed on an 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 

Microsatellite instability was defined by the instability of at least 2 markers. 

MLH1 promoter methylation 

Tumor DNA was treated with bisulfite (EZ DNA methylation-Gold kit, Zymo Research, 

Orange, CA). Amplicons were sequenced using Genetic Analyzer 3500XL and analyzed with 

Genemapper software (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Methylated 

(RKO) and unmethylated (ITS3) cell lines were used as control.  

RAS and RAF mutational status 

KRAS (exons 2, 3 and 4), NRAS (exons 2 and 3) and BRAF (exon 15) mutational status was 

determined using real-time PCR (Light Cycler 480, Roche Diagnostic) and analyzed by 

pyrosequencing (Pyromark Q24, Qiagen). Discrepant cases were directly sequenced (ABI 
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PRISM 3500L Dx Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, California, USA).We 

did not analyzed samples for NRAS exon 4 mutations given their very low frequency in 

metastatic CRC (Stintzing S, Miller-Phillips L, Modest DP, Fischer von Weikersthal L, 

Decker T, Kiani A, et al. Impact of BRAF and RAS mutations on first-line efficacy of 

FOLFIRI plus cetuximab versus FOLFIRI plus bevacizumab: analysis of the FIRE-3 (AIO 

KRK-0306) study. Eur J Cancer 2017;79:50–60. doi:10.1016/j.ejca.2017.03.023). 

 

Figure S1: Molecular definition of sporadic and inherited MMR deficiency 
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Supplementary results 

Table S1: Discrepancies between definitions of sporadic and inherited MMR deficiency in 

MLH1/PMS2-negative tumors 

 Molecular algorithm*  

Sporadic Lynch-like Total 

Combined algorithm** 

Sporadic 42 (66) 9 (14) 51 (80) 

Lynch-like 5 (8) 8 (13) 13 (20) 

Total 47 (73) 17 (27) 64 (100) 

 

Values in brackets correspond to percentages relative to patients with a loss of MLH1 

and/or PMS2 expression in the tumor and no known MMR gene germline mutation (N = 64) 

* Tumors with BRAFV600E mutation and/or hypermethylated MLH1 promoter were 

considered sporadic; BRAF wild-type tumors with no hypermethylation of MLH1 promoter 

were suspected to be related to Lynch syndrome 

** All patients were considered to have sporadic dMMR CRC, except patients with a loss of 

MSH2/MSH6 expression, or a loss of MLH1 without BRAFV600E mutation and age 

inferior to 60 years, or if they met the Amsterdam II criteria in the absence of MMR 

immunochemistry. 

 

Table S2: Correlation matrix (Spearman correlation coefficient) 

 
Origin of MMR 

deficiency 

Age at metastatic 

diagnosis 
Resection of metastasis 

Origin of MMR 

deficiency 

1.00 

 

 

0.581 

P<0.0001 

N = 84 

0.487 

P<0.0001 

N = 84 

Age at metastatic 

diagnosis 

0.581 

P<0.0001 

N = 84 

1.00 

0.383 

P<0.0001 

N = 84 

Resection of 

metastasis 

0.487 

P<0.0001 

N = 84 

0.383 

P<0.0001 

N = 84 

1.00 
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B. Axe diagnostique 

Tous les échantillons inclus dans la collection biologique de cancer colorectaux métastatiques 

MSI ont été analysés pour confirmer le statut dMMR et/ou MSI. Dans ce cadre, un taux 

inattendu de cas faussement diagnostiqués comme MSI dans les laboratoires d’origine a été 

retrouvé. Même si ce sont deux méthodes diagnostiques robustes, ni l’immunohistochimie ni 

la PCR n’ont une sensibilité et une spécificité de 100% [48, 153–155]. Par ailleurs, il n’existe 

pas à notre connaissance dans la littérature d’étude dédiée à l’évaluation des pratiques 

courantes, hors centres experts : la proportion de tumeurs mal classées (tumeurs MSI classées 

MSS, et inversement ; tumeurs dMMR classées pMMR, et inversement) n’est pas connue. 

Compte-tenu du caractère dorénavant « théranostique » du statut MSI/dMMR, la 

problématique du « bon diagnostic » est majeure, ce d’autant que les ICKi peuvent être 

responsables d’effets secondaires sévères, voire « d’hyperprogressions tumorales » [156, 

157]. Par ailleurs, dans le cadre des premiers essais cliniques de phase II publiés concernant 

les ICKi pour les patients avec un CCRm MSI, la proportion de cas présentant une résistance 

primaire aux ICKi varie de 10 à 46% [tableau 2], suggérant d’éventuelles différences non 

contrôlées dans l’inclusion de ces patients [12, 115–117]. Dans l’étude centralisée des 

échantillons tumoraux recueillis dans le cadre de l’étude CheckMate-142 (NCT02060188, 

nivolumab), seuls 53 cas sur 74 (72%) ont été confirmés comme MSI, avec notamment 14 cas 

discordants par rapport aux analyses réalisées localement [tableau 7] [158]. 

Dans le contexte d’essais cliniques pour lesquels la confirmation par analyse centralisée du 

statut MSI/dMMR n’est pas un critère d’inclusion protocolaire, nous nous sommes intéressés 

à évaluer le taux de diagnostics erronés au sein de la cohorte de patients inclus dans des essais 

d’immunothérapie à l’hôpital Saint-Antoine (service d’oncologie médicale du Pr Thierry 

André), avec comme dénominateur commun la résistance primaire aux ICKi, c’est-à-dire une 

progression tumorale dès la première évaluation radiologique (augmentation de taille > 20%, 

ou apparition de nouvelles lésions). Il s’agissait de patients avec un CCRm localement 

diagnostiqué comme MSI et/ou dMMR, qui étaient adressés par différents centres hospitaliers 

français pour être inclus dans des essais d’immunothérapie. 

Nous avons donc intégré l’axe de travail diagnostique dans le cadre de l’exploration des 

mécanismes de résistance primaire des cancers MSI à l’immunothérapie. Nous montrons sur 

une cohorte de 38 patients adressés à l’hôpital pour inclusion dans un essai clinique 

d’immunothérapie, 5 cas ont présentés une progression tumorale d’emblée sous ICKi (13%) et 
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que, parmi ces 5 cas, 3 étaient en réalité MSS et pMMR. Le taux d’erreur diagnostique 

retrouvé dans cette cohorte prospective était similaire dans une cohorte rétrospective 

multicentrique (9 erreurs parmi 93 cas), correspondant ainsi à une valeur prédictive positive 

de l’analyse du statut microsatellitaire / MMR respectivement de 92.1% et 90.3%. Au total, 

11 des 12 erreurs diagnostiques provenaient de l’analyse moléculaire par PCR.  

Ce travail a été présenté au congrès annuel 2018 de l’ESMO (European Society of Medical 

Oncology) et publié JAMA Oncology en 2018 [159]. 

Tableau 7 : Discordances entre les analyses locale et centralisée du statut 

microsatellitaire dans l’étude CheckMate-142 

Patient Analyse locale Analyse 

centralisée 

Meilleure réponse 

tumorale (selon 

l’investigateur) 

Meilleure réponse 

tumorale (BICR) 
Méthode Résultat 

1 IHC dMMR MSS PD PD 

2 IHC dMMR MSS PR PR 

3 IHC dMMR MSS SD PR 

4 IHC dMMR MSS PD PD 

5 IHC dMMR MSS PD PD 

6 IHC dMMR MSS PR SD 

7 IHC dMMR MSS SD SD 

8 IHC dMMR MSS PD NR 

9 IHC dMMR MSS SD PD 

10 IHC dMMR MSS SD PD 

11 IHC/PCR pMMR/MSI MSS PD SD 

12 PCR MSI MSS PR PD 

13 IHC/PCR dMMR/MSI MSS SD SD 

14 PCR MSI MSS NE NE 

BICR : blind independant central review (revue centralisée indépendante en aveugle) ; NE : non évaluable ; NR : non 

rapporté ; SD : stable disease ; PD : progression disease ; PR : partial response 
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SUPPLEMENT ONLINE CONTENT 

 

Supplementary methods 

Immunohistochemistry 

Formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tumor specimens were stained with anti-MLH1, -PMS2, -MSH2 and 

-MSH6 antibodies. Protein expression was considered negative when nuclear staining was absent in the tumor 

cells but present in adjacent non-tumor tissue used as an internal positive control. dMMR was defined as loss of 

expression of MLH1 and/or PMS2, MSH2 and/or MSH6, PMS2 alone, or MSH6 alone. Proficient MMR 

(pMMR) was defined as unequivocal expression of all 4 MMR proteins in tumor cells. 

Microsatellite instability testing 

Tumor DNA was extracted from paraffin sections using the DNeasy Blood and Tissue DNA isolation kit 

(Qiagen, Hilden, Germany). MSI status was determined using the pentaplex mononucleotide repeat panel (BAT-

25, BAT-26, NR-21, NR-24 and NR-27). All pentaplex markers were analyzed for size on an ABI PRISM 3100 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). MSI was defined by alterations in the size 

of at least two of the five markers. 

 

Supplementary eFigure 1: CT-scan evolution of a false-positive patient treated with immune checkpoint 

inhibitor (patient #181) 

Tumor evolution using CT-scan at the last evaluation 9 weeks before immunotherapy initiation (A), at baseline 

(B) and at the first evaluation after 6 weeks (C); the patient was diagnosed with a metastatic colorectal cancer 

harboring mismatch repair deficiency as determined at the originating center (loss of MLH1 expression) and was 

included in an immunotherapy trial after a 9-week wash-out period; the CT-scan showed disease progression at 

the first evaluation; re-analysis of  the sample in our experienced molecular diagnostic center revealed a 

microsatellite stable and mismatch repair-proficient tumor. 
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Supplementary etable 1: Detection rate and sensitivity of immunohistochemistry, pentaplex and HSP110 

T17 PCR  

 Immunohistochemistry Pentaplex PCR HSP110 HT17 PCR 

Test results (N=119)*    

Inconclusive results (N) 0 22 2 

True positives (N) 114 93 105 

False negatives (N) 5 4 12 

Detection rate  

(95% CI) 

100% 

(97.0-1.00) 

81.5%  

(73.4-88.0) 

98.3% 

(94.1-99.8) 

Sensitivity 

(95% CI) 

95.8%  

(90.5-98.6) 

78.2%  

(69.7-85.2) 

88.2% 

(81.1-93.4) 

*: samples misdiagnosed by originating laboratories were excluded of this analysis (N=12) 

The detection rate of the diagnostic methods is defined as the probability of obtaining a conclusive result (either 

positive or negative) amongst all tested samples. The sensitivity is defined as the proportion of true positives 

amongst dMMR and/or MSI samples. 
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IV. Discussion et Perspectives 

A. Distinction des cancers MSI héréditaires et sporadiques 

1. Utilité d’un algorithme décisionnel basé sur les analyses génétiques 

tumorales 

Distinguer les cancers MSI sporadiques des cancers MSI reliés au syndrome de Lynch à partir 

d’éléments de génétique tumorale est d’une grande importance. Cela permet d’une part, de 

poser l’indication d’une éventuelle analyse constitutionnelle et d’autre part, d’orienter le 

conseil oncogénétique vis-à-vis du patient et de ses apparentés lorsqu’aucune mutation 

constitutionnelle d’un gène MMR n’est retrouvée.  

Le spectre mutationnel des gènes MMR est large, sans mutation « hotspot ». De multiples 

mutations ponctuelles ont été décrites, notamment des mutations faux-sens dont le caractère 

pathogène n’est pas toujours démontré (VSI : variant de signification inconnue) ; l’ensemble 

de ces mutations étant regroupé dans la base de données InSIGHT [1, 160]. Ainsi l’enquête 

oncogénétique est un travail généralement complexe et fastidieux, ne permettant pas 

systématiquement de répondre à la question fondamentale du caractère héréditaire du cancer. 

Les données moléculaires somatiques sont alors utiles pour préciser le conseil oncogénétique, 

en l’absence de résultat probant au niveau constitutionnel. 

Par ailleurs, dans le cadre de l’immunothérapie, il paraît important d’étudier l’hypothèse 

d’une différence d’efficacité en fonction du mécanisme sous-jacent à la déficience du système 

MMR (hyperméthylation versus mutation constitutionnelle). Ce type d’étude translationnelle 

semble d’autant plus importante qu’il existe des différences significatives sur le plan 

génomique selon la nature du gène MMR altéré [161]. Les analyses exploratoires réalisées 

dans le cadre des premiers essais publiés ont été faites à partir de données parcellaires 

provenant des dossiers médicaux des patients [12, 117, 118].  

Nous avons utilisé dans notre travail publié dans European Journal of Cancer un algorithme 

combinant la perte d’expression protéique en immunohistochimie et, pour les tumeurs MLH1-

négatives, la mutation V600E de BRAF avec le statut de méthylation du promoteur de MLH1 

(voir section II.C.4). Cet arbre décisionnel permet, en l’absence de résultats au niveau 

constitutionnel, d’orienter le diagnostic et donc éventuellement le dépistage des apparentés. 

Nous montrons que cet algorithme est plus précis que des méthodes non systématisées 

clinico-moléculaires, dont l’utilisation peut fausser les résultats des analyses exploratoires 
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réalisées dans le cadre des premières cohortes de patients avec un CCRm MSI traité par 

immunothérapie. 

2. Limites de la distinction sporadique / héréditaire par les analyses 

moléculaires somatiques 

Il est important de ne pas oublier que la mise en évidence d’une mutation délétère d’un gène 

MMR au niveau de l’ADN germinal reste le gold standard du diagnostic de syndrome de 

Lynch, non seulement car c’est le seul moyen de pouvoir détecter la transmission de l’allèle 

muté chez les apparentés, mais aussi parce que l’algorithme décisionnel proposé à partir des 

analyses moléculaires somatiques n’est pas absolument fiable, dans le cadre de doubles 

mutations somatiques ou de transmission verticale épigénétique [1].  

Ainsi ont été rapportés des cas de double mutation somatique de MLH1 (sans 

hyperméthylation du promoteur ni de mutation V600E de BRAF), voire même, au niveau de 

MSH2 [162, 163]. Seule l’étude de l’ADN germinal des patients porteurs de telles tumeurs, et 

éventuellement dans un second temps de l’ADN tumoral, permet de corriger le diagnostic et 

d’affirmer le caractère sporadique de ces cancers. D’autres situations particulières peuvent 

être relevées, telles que les délétions constitutionnelles de la région 3’ du gène codant pour 

EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) qui s’associent au syndrome de Lynch en 

induisant une perte d’expression de MSH2 par un mécanisme épigénétique [164]. De plus, 

certains travaux ont permis de mettre en évidence des cas de cancers héréditaires par des 

phénomènes de transmission épigénétique verticale, avec une éventuelle acquisition 

somatique de la mutation de BRAF [56, 57, 165, 166]. 

Des mécanismes de « mosaïque », germinale ou somatique, peuvent également être à l’origine 

de difficultés diagnostiques [162]. Dans ces situations, une mutation de novo apparaît lors de 

l’embryogénèse, à un stade relativement avancé, raison pour laquelle la mutation ne sera pas 

présente dans l’ensemble des tissus du patient. De ce fait, l’analyse constitutionnelle 

classiquement réalisée sur les lymphocytes du patient, à partir du sang périphérique, pourra 

être négative et seule l’analyse de la muqueuse colique saine permettra de prouver qu’il s’agit 

d’une mutation constitutionnelle (potentiellement transmissible si celle-ci est également 

présente dans les cellules germinales). 

Par ailleurs les cancers avec perte d’expression de MLH1, sans mutation de BRAF ni 

hyperméthylation du promoteur de MLH1, classiquement considérés comme reliés au 

syndrome de Lynch, sont source d’erreur et seule l’analyse de l’ADN germinal permet de 
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conclure. Dans cette situation, une mutation constitutionnelle n’est retrouvée que dans 50% 

des cas [53, 167]. L’origine sporadique ou héréditaire de l’autre moitié, classiquement dite 

« Lynch-like », n’est pas claire, sachant que le risque de développer un CCR dans les familles 

de patients porteurs de tels cancers colorectaux (perte d’expression de MLH1, pas de mutation 

de BRAF, pas d’hyperméthylation du promoteur de MLH1, pas de mutation constitutionnelle 

retrouvée) reste supérieur à celui des familles des patients avec un cancer sporadique [168]. 

B. Diagnostic du phénotype MSI 

1. Fidélité du diagnostic MSI en vie réelle 

Nous montrons dans l’article accepté pour publication dans JAMA Oncology que le diagnostic 

du statut microsatellitaire et MMR est erroné dans près de 10% des cas en pratique courante. 

Il est important de noter que la majorité des erreurs détectées dans notre travail concerne des 

erreurs d’interprétation de la PCR pentaplex.  

Il n’y a pas à notre connaissance d’étude évaluant l’exactitude du diagnostic du phénotype 

MSI en conditions de vie réelle, alors même qu’il a été montré que le caractère « expert » du 

laboratoire influait sur le risque d’erreur diagnostique, tout du moins en ce qui concerne 

l’immunohistochimie [39]. Il existe en France des recommandations sur les modalités du 

diagnostic du statut microsatellitaire (© Tests somatiques recherchant une déficience du 

système MMR au sein des tumeurs du spectre du syndrome de Lynch, collection Outils pour 

la pratique, INCa, juin 2016) et également un engagement pour le contrôle de qualité, 

notamment pour l’immunohistochimie réalisée par les laboratoires d’anatomopathologie, via 

des tests d’évaluation externe de la qualité proposé par l’AFAQAP (Association Française 

d’Assurance Qualité en Anatomie et Cytologie Pathologiques). Nos résultats suggèrent 

qu’une évaluation des modalités du diagnostic moléculaire et immunohistochimique devrait 

être réalisée de manière systématique.  

Compte-tenu des résultats observés dans notre travail, avec un taux non négligeable de 

tumeurs faussement diagnostiquées comme MSI (« faux positifs » liés non pas à la technique, 

mais à son interprétation), il semblerait intéressant d’évaluer la proportion de patients avec un 

CCR MSI non diagnostiqué comme tel en pratique courante (« faux négatifs »). Cette 

proportion est probablement relativement élevée puisque le dépistage universel du phénotype 

MSI n’était jusqu’à présent pas recommandé, induisant ainsi un sous-diagnostic des cas MSI, 

notamment des cas sporadiques qui sont généralement détectés chez les personnes âgées 

[167]. Par ailleurs, le choix de la technique (immunohistochimie des 4 protéines ou de MSH6 
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et PMS2 uniquement, PCR, PCR et immunohistochimie) influe potentiellement sur ce taux de 

faux-négatifs, qui reste extrêmement faible dans les études publiées [38, 153, 154, 169, 170]. 

Il faut néanmoins rappeler que sur le plan physiopathologique, certaines mutations 

constitutionnelles délétères des gènes MMR, de type faux-sens, ne sont pas systématiquement 

associées à une perte d’expression protéique [38] : dans notre cohorte, nous avons ainsi 

détecté deux tumeurs MSI mais sans perte de l’expression de MLH1, PMS2, MSH2 ou 

MSH6, chez 2 patients porteurs connus d’une mutation germinale de MSH2 et MSH6.  

Le choix du panel d’anticorps utilisés dans l’analyse immunohistochimique du système MMR 

est également une problématique source de discussions et de publications En effet, des panels 

à 2 anticorps plutôt que 4 ont été proposés. Cette démarche, justifiée par les coûts des 

techniques, peut se justifier par le fait que la perte d’expression d’une protéine MMR induit la 

perte d’expression de son partenaire protéique (MSH6 pour les pertes de MSH2, PMS2 pour 

les pertes de MLH1, le corollaire n’étant pas systématiquement observé ; voir section II.C.1) 

notamment dans une démarche de réduction des coûts. Différentes études ont ainsi montré 

une efficacité diagnostique du panel ciblant PMS2 et MSH6 similaire à celle du panel à 4 

anticorps (PMS2, MSH6, MLH1 et MSH2) [154, 170, 171]. Ces études ont néanmoins été 

réalisées sur des cohortes relativement réduites, et certains résultats d’études plus récentes 

qu’une proportion certes faible mais non moins réelle de tumeurs MSI ne seraient pas 

détectées avec une telle méthodologie diagnostique [172]. 

2. Avenirs possibles pour le diagnostic du phénotype MSI 

a) Séquençage à haut débit 

L’évaluation du statut microsatellitaire d’une tumeur requiert jusqu’à présent la réalisation 

d’un examen diagnostique spécifique, la PCR. L’étude de la génétique tumorale a néanmoins 

été transformée par le développement des techniques de séquençage à haut débit, (NGS : 

Next-Generation Sequencing). Cette technologie de pointe permet une analyse simultanée de 

milliers de fragments d’ADN. Ainsi peuvent être évalués les statuts mutationnels de multiples 

cibles choisies, au sein d’un panel de gènes prédéfinis. Il s’agit d’une transformation majeure 

dans l’utilisation des outils diagnostiques, puisque l’on passe ainsi du schéma classique « un 

examen pour un résultat » à un schéma de type « un examen pour des milliers de résultats ». 

Le NGS permet de se libérer également de la contrainte du nombre limité de marqueurs 

analysables par la technique PCR (classiquement 5), et par conséquent d’un choix se basant 

sur la sensibilité de chaque marqueur, sa spécificité (éventuellement dépendant du type 

tumoral) et également son caractère quasimonomorphique.  
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Différentes méthodologies ont été développées, en analysant des milliers de cibles 

microsatellitaires au sein de panels de centaines de gènes, sans avoir nécessairement à 

comparer le profil moléculaire tumoral à celui du tissu sain associé [68, 69, 173–177]. La 

FDA a ainsi approuvé la technologie FoundationOne CDx (F1CDx) pour l’analyse de 

multiples mutations génétiques et, surtout, des deux signatures génomiques que sont la charge 

mutationnelle et l’instabilité microsatellitaire [178]. Il paraît donc envisageable que la PCR 

soient délaissée au profit du NGS, de même que l’IHC puisque certains travaux  montrent que 

le séquençage tumoral permet d’orienter le diagnostic vers le gène MMR incriminé dans le 

phénotype MSI [179]. Cette méthodologie, qui permet par ailleurs de détecter relativement 

facilement les tumeurs MSI avec double mutation somatique, présente néanmoins certaines 

limites, que ce soit sur le délai d’obtention des résultats (environ 2 semaines, contre 48h pour 

l’immunohistochimie) ou la nécessité d’avoir à disposition du tissu tumoral en qualité et 

quantité suffisantes. Par ailleurs, ces technologies onéreuses sont peu démocratisées et restent 

réservées aux laboratoires de pointe et requièrent des études de validation méthodologiques 

rigoureuses, conformément aux recommandations internationales STARD (Standards for 

Reporting of Diagnostic Accuracy Studies) [180]. 

b) Biopsies liquides 

La dégradation des cellules, saines ou tumorales, dans l’organisme est associée à la libération 

de brins d’ADN pouvant circuler dans le sang. Le principe de la biopsie liquide en 

cancérologie est la détection dans un prélèvement sanguin de l’ADN provenant des cellules 

cancéreuses (ctDNA : circulating tumor DNA). C’est un outil potentiellement extrêmement 

utile, lorsque le tissu tumoral est difficilement accessible (lésion osseuse, lésion pulmonaire). 

Ainsi, il est d’ores et déjà possible de rechercher en pratique courante, par des prélèvements 

sanguins, des mutations activatrices de l’EGFR, et des mutations de résistance aux traitements 

anti-EGFR, dans le cadre du cancer du poumon métastatique [181], ou les mutations de RAS 

dans le CCR (mutations de résistance aux agents ciblant l’EGFR) [182], avec une précision 

similaire à celle des analyses réalisées directement sur le tissu tumoral. La réalisation d’un 

prélèvement sanguin étant extrêmement simple, le ctDNA pourrait aussi être étudié de 

manière longitudinale chez les patients cancéreux, pour assurer un monitoring des traitements 

[183]. 

L’analyse du statut microsatellitaire tumoral par ctDNA semble être une voie de recherche 

prometteuse. Différentes méthodologies semblent envisageables pour le diagnostic MSI par 

biopsie liquide : (i) l’utilisation d’outils basés sur la PCR, dont l’un des inconvénients serait le 
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caractère restreint du nombre de marqueurs analysables (comme pour la PCR pentaplex sur le 

tissu tumoral), marqueurs dont la sensibilité et la spécificité pourrait varier d’un type tumoral 

à l’autre ; (ii) des méthodologies construites autour des approches de NGS, dont la difficulté 

principale serait d’allier séquençage en profondeur et gestion du bruit de fond [184]. Il serait 

également possible d’analyser par biopsie liquide la charge mutationnelle tumorale, qui est 

hautement corrélée au phénotype MSI dans le CCR [68, 69, 185]. Néanmoins, le phénotype 

MSI n’étant pas uniquement un outil théranostique, mais également un outil de screening du 

syndrome de Lynch, il ne paraît pas pertinent de restreindre l’analyse du statut tumoral MSI 

dans le sang à la seule charge mutationnelle. 

C. Investigations en perspective 

Les travaux que nous avons réalisés ont mis en lumière différentes problématiques qu’il 

conviendra d’explorer dans le prolongement de ce doctorat. 

1. Cancer colorectal MSI : algorithme diagnostique entre PCR et IHC 

Comme nous l’avons discuté dans la section IV.B.1, le choix de l’outil diagnostique utilisé en 

pratique courante est d’une importance majeure pour la bonne détection des patients avec un 

cancer MSI. Dans ce cadre, il est important de rappeler que l’autorisation d’utilisation des 

ICKi (pembrolizumab, nivolumab +/- ipilimumab) par la FDA aux Etats-Unis pour les 

patients avec un cancer MSI ne précise pas quelle méthode diagnostique doit être utilisée. 

Ainsi, les pratiques peuvent varier entre les centres, allant de la seule immunohistochimie 

avec un panel de 2 anticorps, à la PCR pentaplex seule, voire au screening double « complet » 

par immunohistochimie à 4 anticorps et PCR pentaplex.  

A l’hôpital Saint-Antoine, l’approche adoptée jusqu’à très récemment consistait en un 

screening double par PCR pentaplex et immunohistochimie utilisant les anticorps anti-MLH1 

et anti-PMS2 (du fait des difficultés techniques associées aux anticorps anti-PMS2 

commercialisés jusqu’alors). Les résultats obtenus par cette approche sur l’ensemble des 

cancers colorectaux dépistés de manière systématique depuis 10 ans dans notre centre ont été 

colligés et le niveau de concordance entre les 2 techniques a été évalué. Un manuscrit est en 

cours de rédaction. 

2. Cancer colorectal MSI : stade métastatique versus stades localisés 

Les conséquences cliniques du phénotype tumoral MSI varient en fonction du stade la 

maladie cancéreuse, l’impact pronostique du statut MSI en étant l’illustration la plus nette 

(passant de positif pour les CCR de stade II à péjoratif pour les CCR métastatique). L’un des 
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axes d’étude que nous mènerons consistera en la comparaison des cancers colorectaux MSI 

localisés et métastatiques.  

Différents paramètres devront être analysés : (i) les biomarqueurs pronostiques classiques 

(KRAS, NRAS, BRAF), (ii) les biomarqueurs d’intérêt dans le cadre d’un cancer MSI (gènes 

cibles du phénotype MSI, dont HSP110), (iii) mais également des paramètres cliniques et 

démographiques tels que la latéralité de la tumeur primitive, le sexe etc. (ce d’autant qu’un 

ratio H/F inattendu de 3 hommes pour 1 femme était retrouvé dans notre cohorte parmi les 

patients avec un CCR relié au syndrome de Lynch).  

3. Cancer colorectal métastatique MSI : générer de nouvelles hypothèses 

Nous avons montré que l’émergence de l’immunothérapie constitue une révolution 

thérapeutique qui est source de nombreuses questions, tant cliniques que biologiques. Un 

premier travail consistera à rechercher des marqueurs prédictifs de l’efficacité (ou plutôt de 

l’inefficacité) de l’immunothérapie, marqueurs tant génétiques que cliniques ou du microbiote 

intestinal [186, 187].  

Sur le plan clinique, différents paramètres devront être analysés : origine sporadique ou 

héréditaire de la déficience MMR, usage d’antibiotiques à l’initiation du traitement, taux de 

lymphocytes, ratio de polynucléaires neutrophiles / lymphocytes (dNLR : derived neutrophil 

to lymphocyte ratio) etc. [188, 189].  

Concernant le microbiote intestinal, des prélèvements de selles ont été obtenus dans le cadre 

d’une étude ancillaire de l’essai NIPICOL (NCT03350126) évaluant la réponse radiologique à 

4 mois des patients avec un CCRm MSI traité par nivolumab et ipilimumab ; cette étude sera 

réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr SOKOL (Sorbonne Université, École Normale 

Supérieure, CNRS, INSERM, APHP Laboratoire des Biomolécules, 27 rue de Chaligny, 

Paris, France). 

Sur le plan génétique, les échantillons de CCRm MSI de notre collection biologique seront 

analysés à grande échelle (exome, RNA-seq). Nous mettrons à profit la présence d’une 

quarantaine de couples « tumeur primitive / métastase » pour évaluer le niveau 

d’hétérogénéité tumorale dans les cancers MSI métastatiques. Ces analyses permettront 

également de générer des hypothèses en termes de profil immunitaire, d’expression 

différenciée et évolutive des ICKs (hétérogénéité spatiale et temporelle), qui pourront être 

explorées dans le cadre d’une cohorte prospective de patients traités par immunothérapie 

(étude NIPICOL). 
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V. Conclusion 

La déficience du système MMR et le phénotype tumoral MSI sont des biomarqueurs 

prédictifs de l’efficacité des immunothérapies de nouvelle génération indépendants de la 

localisation tumorale. Comptant pour seulement 5% de l’ensemble des cas métastatiques, les 

CCRm MSI avaient été peu étudiés avant l’avènement des ICKi. Notre travail a permis 

d’évaluer sur une collection tumorale relativement large les conséquences cliniques et 

phénotypiques du phénotype MSI dans cette situation carcinologique. La mise en évidence 

des limites de la dichotomisation des tumeurs MSI en cas sporadiques ou héréditaires, ainsi 

que les réserves concernant le diagnostic du phénotype MSI en pratique courante sont autant 

d’obstacles et limites qui seront à dépasser pour le bon développement de l’immunothérapie et 

une prise en charge optimale des patients. 

Les différents éléments apportés dans la discussion doivent néanmoins nuancer les résultats 

que nous avons obtenus. Nos travaux présentent certaines limites méthodologiques qui 

imposent une validation de nos résultats sur des cohortes de plus grande échelle, mais 

également des investigations plus poussées sur le plan moléculaire. L’effort de recherche 

paraît indispensable dans le contexte tout particulier de la révolution thérapeutique que 

représente l’immunothérapie des cancers MSI. 
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VI. Annexes 

1. La balance entre infiltrat inflammatoire cytotoxique et expression des 

points de contrôle immunitaire 

La collection clinico-biologique de CCR métastatiques MSI mise en place pour cette thèse a 

permis de compléter un travail concernant l’expression des ICKs dans les CCR, sur le plan 

pronostique et fonctionnel.  

Le profil immunitaire des cancers colorectaux a fait l’objet de différentes études, qui ont 

notamment permis le développement d’un indice dit Immunoscore®. Il s’agit d’un index 

évaluant l’infiltrat inflammatoire du stroma tumoral à partir de la densité en lymphocytes T 

cytotoxiques (CD3+ et CD8+) dans la tumeur et au niveau de la marge d’invasion. L’ 

Immunoscore® a montré son rôle pronostique majeur dans les cancers colorectaux localisés, 

associé au temps sans récidive de manière indépendante du stade T, du stade N et également 

du statut microsatellitaire [190–193]. Néanmoins l’expression des ICKs n’avait pas été prise 

en compte dans ces analyses. 

Le travail effectué par notre équipe, en collaboration avec d’autres équipes de recherche 

françaises s’est développé au travers de trois axes principaux : (i) l’évaluation de l’impact 

pronostique de l’expression des ICKs, en tenant compte des paramètres pronostiques que sont 

l’infiltrat inflammatoire cytotoxique des tumeurs (lymphocytes T cytotoxiques et cellules 

Th1), la classification moléculaire CMS, et le statut MSI ; (ii) l’analyse de la distribution de 

l’expression des ICKs dans le CCR (selon le stade tumoral ou la classe moléculaire CMS) ; 

(iii) les conséquences fonctionnelles de l’expression des ICKs dans le CCR. 

Sur le plan pronostique, cette étude montre que l’expression des ICKs est associée avec un 

mauvais pronostic dans les CCR MSI localisés, mais n’a pas de valeur pronostique dans les 

CCR localisés MSS. L’Immunoscore®, évalué au travers de différents « métagènes », avait 

une valeur pronostique dans les CCR MSS avec une faible expression des ICKs (CMS2 et 3), 

et n’avait à l’inverse pas d’impact dans les tumeurs présentant de hauts niveaux d’infiltration 

en cellules T cytotoxiques et d’expression de ICKs (CMS 1 et 4). Les analyses bivariées ont 

permis de montrer que la surexpression des ICKs contrebalance et annule l’impact 

pronostique positif de l’Immunoscore®, dans les tumeurs MSI. Sur le plan fonctionnel, nous 

montrons dans cette étude une forte association entre l’expression des ICKs et l’infiltration 

tumorale par des cellules lymphoïdes et myéloïdes, et surtout avec un « épuisement » de la 
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réponse immunitaire T. Ainsi, l’expression des ICKs semble constituer pour les tumeurs MSI 

un meilleur outil pronostique que le profil immunitaire CD3/CD8.  

Concernant les CCR métastatiques MSI, l’étude de notre série de cas a montré que 

l’expression de différents ICKs (PD-L1, TIM-3, LAG-3) était associée à un pronostic 

défavorable. Par ailleurs, l’expression de ces ICKs était particulièrement hétérogène, dans les 

CCR localisés comme métastatique, sans corrélation avec le stade TNM, la classe moléculaire 

CMS, l’origine sporadique ou héréditaire de la déficience MMR etc. 

Ce travail a été publié dans Journal of National Cancer Institute [82] : Marisa L, Svrcek M, 

Collura A, et al (2018) The Balance Between Cytotoxic T-cell Lymphocytes and Immune 

Checkpoint Expression in the Prognosis of Colon Tumors. JNCI J Natl Cancer Inst. doi: 

10.1093/jnci/djx136 
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2. Revues de la littérature publiées 

Le travail effectué sur les CCR métastatiques MSI nous a amené à faire une revue 

systématique de la littérature sur ce sujet. Trois manuscrits ont ainsi été publiés dans le cadre 

de notre thèse. 

a) Intérêt thérapeutique des statuts BRAF et MMR 

Dans cette revue de la littérature publiée au moment de la première publication montrant 

l’efficacité de l’immunothérapie dans les cancers MSI [12], nous étudions l’état des 

connaissances concernant l’impact pronostique et prédictif du statut MMR et également de la 

mutation V600E de BRAF dans les cancers colorectaux localisés et métastatiques. 

Cette revue a été publiée dans le Bulletin du Cancer [194] : Cohen R, Cervera P, Svrcek M, et 

al (2015) [DNA mismatch repair and BRAF status in colorectal cancer: Interest for the 

therapeutic management?]. Bull Cancer (Paris) 102:S72-81 
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b) Immunothérapie et patients traités pour un cancer MSI 

Dans le cadre de cette revue de la littérature, nous nous sommes intéressés aux conséquences 

physiopathologiques et aux méthodes diagnostiques du phénotype tumoral MSI, pour 

s'intéresser ensuite à l'épidémiologie des tumeurs MSI et aux données concernant 

l'immunothérapie dans ce contexte biologique, pour les cancers colorectaux et les autres 

cancers fréquemment associés au phénotype MSI. 

Cette revue a été publiée dans le Bulletin du Cancer [29] : Colle R*, Cohen R*, Cochereau D, 

et al (2017) Immunotherapy and patients treated for cancer with microsatellite instability. Bull 

Cancer (Paris) 104:42–51 
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c) Perspectives de l’immunothérapie dans le cancer colorectal 

L’objectif de cette revue de la littérature est de mettre en avant le développement clinique de 

l’immunothérapie dans les cancers colorectaux MSI, mais aussi d’analyser les données de la 

littérature pour rendre « immunosensibles » les CCR MSS qui dans leur ensemble présentent 

une résistance primaire à l’immunothérapie. La littérature concernant les tumeurs MSS 

hypermutés (mutation de la polymérase E), les agents déméthylants et la mort cellulaire 

immunogène chimio-induite est présentée dans ce manuscrit. 

Cette revue a été publiée dans Colorectal Cancer [195] : Cohen R, Svrcek M, Duval A, Parc 

Y, Osterlund PP, André T (2017) Immune checkpoint inhibitors for patients with colorectal 

cancer: mismatch repair deficiency and perspectives. Colorectal Cancer. doi: 10.2217/crc-

2017-0004
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