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L’analyse des mélanomes
uvéaux primaires a ’aide
de la technique de séquencage
d’ARN de cellules uniques

€va Grandjean-Closson, Camille Heckmann, Corentin Le Coz,
Isaline Louvet, Matthieu Neri, Corine Bertolotto

> Les cancers sont hétérogenes. La varia-
bilité entre différentes tumeurs d’un
méme patient ou entre plusieurs patients
est appelée hétérogénéité inter-tumo-
rale. Les tumeurs sont alors classées en
sous-type oncogénique dont le pronos-
tic et les thérapies peuvent étre diffé-
rents. On sait aussi maintenant que les
tumeurs, individuellement, ne sont pas
homogenes, c’est-a-dire qu’elles peuvent
étre composées de cellules génétique-
ment identiques mais ayant des profils
moléculaires et phénotypiques différents.
Cette hétérogénéité intratumorale peut
résulter de surcroft d’une certaine plas-
ticité des cellules cancéreuses en réponse
a des changements de microenvironne-
ment (hypoxie, carence en nutriments,
etc.) ou d’exposition a un traitement et
de leur interaction avec les cellules du
stroma tumoral. Les cellules tumorales
vont alors transiter dans un autre état
cellulaire pour s’adapter au nouveau
milieu pour survivre ou pour échapper
a effet cytotoxique des médicaments,
cette adaptation étant I'un des méca-
nismes pouvant conduire aux récidives.
Une meilleure compréhension des méca-
nismes de la plasticité des cellules et des
différents états cellulaires composant
une tumeur est un prérequis au déve-
loppement de traitements efficaces et
durables.

Hétérogénéité intratumorale du MU
primaire

Parmi les patients pour lesquels le trai-
tement du MU primaire a été efficace,
50 % vont développer des métastases

m/s n® 8-9, vol. 38, aolit-septembre 2022
https://doi.org/10.1051/medsci/2022113

France.

Polytech Nice Sophia, Spécialité Génie biologique 5¢ année,
Pharmacologie et Biotechnologies, Université Cote d’Azur,

eva.grandjean-closson@etu.univ-cotedazur.fr

camille.heckmann@etu.univ-cotedazur.fr

corentin.le-coz@etu.univ-cotedazur.fr

isaline.louvet@etu.univ-cotedazur.fr

matthieu.neri@etu.univ-cotedazur.fr

Corine.Bertolotto@univ-cotedazur.fr

majoritairement dans les 15 ans sui-
vant I'intervention [1]. Ces observa-
tions suggérent que des cellules se dis-
séminent précocement a partir de la
[ésion primaire, restent probablement
en dormance plusieurs mois voire plu-
sieurs années, avant de se remettre a
proliférer et a former des métastases
[2, 3]. Cette hypothése de dissémination
précoce implique I’existence de diffé-
rentes sous-populations cellulaires can-
céreuses avec des comportements diffé-
rents dans les MU primaires. €n accord
avec cette hypotheése, il est désormais
bien établi que le MU peut étre composé
de cellules fusiformes associées a un bon
pronostic, et/ou de cellules épithélioides
associées a un mauvais pronostic. Le
taux de survie a 15 ans est presque trois
fois plus faible chez les patients atteints
de tumeurs a cellules épithélioides que
chez ceux atteints de tumeurs a cellules
fusiformes. Ces morphologies cellulaires
distinctes pourraient étre associées a
des signatures géniques différentes.

Identification de différents états
transcriptionnels et de nouvelles
signatures moléculaires

dans le mélanome uvéal

Trois équipes ont récemment analysé le
transcriptome de MU a I’échelle de la
cellule unique et ont révélé I'existence
d’une hétérogénéité intratumorale au
sein de certains MU [4-7]. Uétude de
Durante et al. a montré la complexité
du microenvironnement tumoral, et
s’est concentrée sur I’étude de Iinfil-
trat immunitaire immunosuppresseur,

comprenant majoritairement des macro-
phages de type M2. Uinfiltrat comprend
aussi des lymphocytes T exprimant les
points de contréle immunitaire LAG-3
et, dans une moindre mesure, TIGIT [4].
Ces observations pourraient expliquer la
résistance aux immunothérapies ciblant
CTLA-4 et PD-1 des MU métastatiques.
Les équipes de Bertolotto et de Bakhoum
se sont attachées a déterminer I’hété-
rogénéité des cellules tumorales et a
caractériser les états transcriptionnels,
montrant respectivement le rdle clé
du facteur de transcription HES6 et du
complexe d’ubiquitination PRC1 dans la
progression métastatique du MU [4-7].
HES6 est un membre peu étudié de la voie
NOTCH dont un role possible est la régu-
lation de la motilité des cellules dans
différents cancers [5].

Ces trois études reposent sur la tech-
nique de séquencage des ARN de cellules
uniques ou scRNA-Seq (single cell RNA-
seq), qui permet de connaitre le trans-
criptome de chaque cellule composant
un tissu.

Aprés biopsie (Figure 14) et dissocia-
tion des tissus (Figure 1B), chaque cel-
lule est isolée par microfluidique dans
une gouttelette d’huile contenant des
réactifs et une bille appelée GEM (gel
bead in emulsion) comprenant un code
barre, un identifiant moléculaire unique
et une séquence polyT pour s’hybrider a
la séquence polyA des ARNm (Figure 1C).
Apres lyse cellulaire et synthése des
ADN complémentaires (Figure 1D), les
banques sont préparées (Figure 1€) et
séquencées (Figure 1F). Les fragments de
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Figure 1. Technique de séquencage des ARN de cellules uniques. A. Dissection du tissu. B. Dissociation du tissu pour préparer une suspension de

cellules. C. Isolement des cellules dans des gouttelettes d’huile. D. Lyse cellulaire. €. Hybridation des ARNm aux billes GEM, RT-PCR, et prépa-

ration des banques par gjout des adaptateurs. F. Séquencage a haut débit. G. Obtention du profil d’expression des genes des cellules unigues.

H. Identification des clusters et déduction des types cellulaires. ARNm: ARN messager ; GEM : gel bead in emulsion ; RT-PCR : reverse transcriptase

polymerase chain reaction.

séquencage obtenus sont alors alignés
par rapport a un génome de référence
pour déterminer le profil d’expression
génique de chaque cellule (Figure 1G, H)
[8]. Cette approche apporte aussi des
informations sur le profil d’expression
génique des cellules pouvant étre mino-
ritaires dans un échantillon tissulaire
et qui pourraient échapper a des ana-
lyses globales, ouvrant ainsi la voie a
I’identification de nouvelles cibles thé-
rapeutiques d’intérét pour élaborer de
nouveaux traitements [9, 10].

Ces analyses ont permis a I’équipe de
Bertolotto de mettre en évidence une
nouvelle signature moléculaire (appelée
signature PC1) associée a un mauvais pro-
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nostic des MU primaires [6]. Soulignons
que plusieurs signatures moléculaires ont
déja été identifiées a partir d’une analyse
transcriptomique globale de MU primaires
[11]. lavantage de la signature PC1, qui
comprend HES6, par rapport aux autres,
est qu’elle prend en compte I’hétérogé-
néité intratumorale. De plus, elle per-
met de détecter des cellules individuelles
exprimant des geénes de mauvais pro-
nostic dans des tumeurs diagnostiquées
de bon pronostic par les classifications
usuelles (AJCC et cytogénétique). Ainsi,
ces cellules, qui pourraient représenter un
réservoir de cellules invasives conduisant
au développement des métastases et aux
récidives, sont difficilement détectables

par une analyse globale du fait de leur
faible nombre, mais peuvent étre décelées
grace a I'analyse en cellules uniques et a
la signature PCI.

Mise en évidence d’une hétérogénéité
intratumorale génomique du MU

Les variations du nombre de copies
peuvent également étre déduites des
données de séquencage en cellules
uniques. Ces données ont révélé des
déséquilibres chromosomiques carac-
téristiques du MU, comme la perte du
chromosome 3 et un gain du chromo-
some 8q. Ce type d’analyse a aussi révélé
que certains MU présentent plusieurs
clones tumoraux caractérisés par des
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concernant les données publiées dans cet article.

AJCC : American Joint Committee on Cancer
CTLA-4 : Cytotoxic T [ymphocyte antigen 4
FOS : cFOS proto-oncogéne

HES6 : Hairy/Enhancer of Split (Hes) 6

JUN : Jun proto-oncogéne
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des tumeurs primaires, 2 a 5 % des cel-
lules présentaient une monosomie du
chromosome 3. Cette information pour-
rait étre importante pour le suivi du
patient, sachant que la monosomie est
associée a un risque métastatique élevé.

Impact de ces travaux sur

les stratégies thérapeutiques

Ces différentes études [4, 7] ont permis
d’établir un lien entre certaines sous-
populations cellulaires et des mécanismes
comme la dissémination des cellules
cancéreuses (métastases) et I'induction
par la tumeur d’une inflammation et de
réponses immunitaires [4-7]. De plus, un
état transcriptionnel particulier, associé
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lations cellulaires qui constituent les MU
est un prérequis nécessaire pour surmonter
cet obstacle. Des informations importantes
permettant de mieux comprendre deux
aspects critiques de la biologie du MU, la
dissémination métastatique et I’échappe-
ment immunitaire, ont déja été obtenues.
De plus, ces études révelent ainsi de nou-
velles opportunités thérapeutiques, comme
par exemple des immunothérapies fon-
dées sur l'utilisation de molécules ciblant
LAG-3 ou TIGIT ou des thérapies ciblées
impliquant la signa-
lisation d’HES6 [13]
(=9).0

Analysis of primary uveal melanomas
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using single cell RNA sequencing

transcription HES6 dans le mélanome uvéal. Med Sci
(Paris) 2022 ; 38 : 740-2.
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