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INTRODUCTION

Les carcinomes épidermoides sont des cancers se développant a partir d’un épithélium
malpighien, c’est-a-dire un épithélium pavimenteux stratifié. Les carcinomes épidermoides
survenant au niveau de la cavité orale, des cavités nasales, des sinus, du pharynx, du larynx,
des glandes salivaires ou de la thyroide sont regroupés au sein d’une entité nosologique : les
carcinomes épidermoides téte et cou (HNSCC, ‘Head and Neck Squamous Cell Carcinoma’).
Cette définition large des HNSCC peut connaitre des variations. Certains auteurs ou institutions
en excluent ainsi le nasopharynx, les glandes salivaires et/ou la thyroide [1]. Méme au sein des
HNSCC, différentes localisations sont associees a des facteurs de risque, pronostics voire
traitements différents, il peut donc étre pertinent de les étudier séparément. Nous nous
intéresserons ici plus particulierement aux carcinomes épidermoides de la cavité orale (OSCC,
‘Oral Squamous Cell Carcinoma’).

Les OSCC canins partagent de nombreuses caractéristiques histologiques avec les OSCC
humains [2,3]. Quelques études basées sur le séquencage ARN (RNAseq) ont également mis
en évidence des similarités potentielles dans le processus de carcinogenese des OSCC [4,5],
soutenant 1’idée que les OSCC canins peuvent constituer un modéle intéressant pour les OSCC
humains. Les similarités mises en évidence incluaient la présence d’un processus de Transition
Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) [4,5].

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse consiste, pour une cellule d’origine épithéliale, en
la perte de ses caractéristiques épithéliales et/ou le gain de caractéristiques mésenchymateuses.
La TEM est régulée a de multiples niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionnel, et post-
traductionnel [2]. Le niveau transcriptionnel en particulier peut étre étudié avec le RNAseq, qui
donne acces a I’abondance relative des transcrits ARN. La régulation transcriptionnelle de la
TEM implique de multiple Facteurs de Transcription (FT), parmi lesquels SNAI1/2, TWIST1
et ZEB1/2 sont considérés comme des FT majeurs de ce processus. Leurs fonctions ne sont pas
entierement équivalentes [6,7] et différents FT majeurs pourraient prédominer selon le type de
cancer, le contexte tissulaire et la cinétique. Dans les OSCC humains et canins, des publications
basées sur I’immunohistochimie (IHC) [8-11] ou le RNAseq [4,5,12] ont ainsi suggéré que
différents FT pourraient dominer la régulation de la TEM.

Depuis que le RNAseq « tumeur entiére » (ou ‘bulk’) a été développé, il est devenu 1’une des
technologies les plus utilisées dans la recherche en cancérologie. Une limite du RNAseq ‘bulk’
est que les tumeurs contiennent des populations cellulaires hétérogénes. Le RNAseq ‘bulk’
révele par conséquent un profil d’expression génétique moyenné, un inconvénient majeur qui a
été surmonté par de nouvelles technologies telles que le RNAseq ‘single-cell” a I’échelle de la
cellule unique. Pour les HNSCC, trois jeux de données ‘single-cell’ ont été publiés a ce jour
[12-14], tandis qu’aucun jeu n’est actuellement disponible pour les OSCC canins. En plus de
son codt, une difficulté pour réaliser du séquencage ‘single-cell’ sur des tumeurs canines est le
recrutement d’échantillons frais, sur lesquels les technologies actuelles sont basées.

L'objectif de cette étude était d’investiguer la régulation de la TEM par les FT majeurs de la
TEM dans les OSCC canins et humains, a travers une analyse comparée de données RNAseq
publiques. Dans cet objectif, des jeux de données ‘bulk’ [4,5,15] et ‘single-cell’ [12,16] ont eté
analysés, permettant d’évaluer 1’hétérogénéité inter-patient et intra-tumorale respectivement.
Par ailleurs, un second aspect de notre projet était de mettre au point une procédure permettant
d’isoler des cellules uniques a partir d’échantillons FFPE d’OSCC canins avec I’objectif a long
terme de realiser du RNAseq ‘single-cell’ a partir d’échantillons FFPE.
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Partie | : Revue bibliographique

Avant d’aller plus loin il convient d’abord de définir précisément ce que 1’on entend par cavité
orale. La cavité orale est délimitée par les lévres, les joues, le palais dur, le plancher de la
bouche, et s’arréte caudalement au début de I’oropharynx. La distinction entre cavité orale et
pharynx (naso-, oro- et hypopharynx) est particulierement pertinente au vu des spécificités des
carcinomes épidermoides provenant de ces deux régions, aussi bien chez I’Homme que chez le
Chien. La distinction de ces deux régions, ainsi que les critéres d’attribution a 1’une ou I’autre,
ne sont cependant pas constants d’une étude a 1’autre, ce qui peut compliquer leur
interprétation [17].

Des définitions de la cavité orale et de I’oropharynx adaptées a 1’oncologie des voies aéro-
digestives supérieures sont présentées dans le tableau I, en y associant les sites anatomiques
correspondants (tab 1). Ces définitions sont adoptées dans un grand nombre de publications
incluant celles de ’UICC (Union Internationale Contre le Cancer) [18] et du consortium
INHANCE (INternational Head And Neck Cancer Epidemiology) [1].

Tableau | : Sites anatomiques inclus au sein de la cavité orale et de I’oropharynx

Sites d'origine des "‘tumeurs Sites d'origine des "‘tumeurs

Czalp [IElD) - i AT e e de la cavité orale™ (code ICD) oropharyngeées' (code 1CD)

Face interne des lévres (C00.3 a

CO00 - Lévres /

C00.4)
Langue a I'exclusion de sa base Base de la langue (C01)
CO01 et CO2 - Langue et des tonsilles linguales (C02.0
a C02.3) Tonsilles linguales (C02.4)
CO03 - Gencives Oui /
CO04 - Plancher buccal Oui /
. . Palais mou (C05.1)
CO5 - Palais Palais dur (C05.0) Uvula (C05.2)
CO06 - Sites autres ou non
spécifié au sein de la cavité Oui /
orale
CO07 - Glandes parotides / /
CO08 - Glandes salivaires / /
autres ou non spécifié
CO09 - Tonsilles palatines / Oui
C10 - Oropharynx / Oui
C11 - Nasopharynx / /
C12 - Sinus pyriforme / /
C13 - Hypopharynx / /

ICD = International Classification of Diseases [19]
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|. Epidémiologie des carcinomes épidermoides oraux chez
I’Homme et le Chien

A.Données d’épidémiologie générale

Chez ’Homme, les cancers des levres et de la cavité orale ont été estimés responsables de
378 000 nouveaux cas et 178 000 déces dans le Monde en 2020 [20], en discrete augmentation
par rapport aux estimations des années précédentes [21-23]. Rapporté a la population standard
de Segi-Doll, les taux d’incidence annuels standardisés (ASR pour Age-Standardized Rate)
étaient respectivement de 6,0 et 2,3 pour 100 000 habitants chez I’homme et la femme en 2020.
Cela correspondait a environ 2 % des nouveaux cas de cancers dans le Monde [20].

Une large proportion (plus de 90 %) de ces cancers oraux chez I’Homme sont des carcinomes
épidermoides [24,25], au point que les termes de « cancer de la cavité orale » et « carcinome
épidermoide de la cavité orale » sont fréquemment utilisés de fagon synonyme dans la
littérature.

Les données d’incidence récentes dans la population générale canine sont bien plus rares que
chez I’Homme, du fait d’une médicalisation moindre, et surtout de la difficulté de regrouper et
centraliser les données. Cray et Selmic et al. ont récemment calculé un taux d’incidence des
tumeurs orales (bénignes ou malignes) de 4,9 pour 1 000 chiens au sein d’une population
hospitaliere [26]. Ce taux d’incidence ¢levé ne correspond cependant pas a un taux annuel
puisque calculé sur la période 1996-2017. L’estimation d’un taux d’incidence annuel est par
ailleurs impossible sans information sur les durées de suivi des chiens. Enfin, étudier une
population hospitaliere au lieu de la population générale est susceptible de biaiser a la hausse
I’incidence de toute maladie. De futures études, ou réanalyses plus poussées des données
existantes, sont donc justifiées afin de préciser I’impact actuel des OSCC dans la population
canine.

Plus de données sont cependant disponibles quant aux proportions relatives des difféerents
types de cancer chez le Chien. Les OSCC représentent ainsi entre 18 et 28 % des cancers oraux
chez le Chien, soit le deuxiéeme cancer oral le plus fréquent derriere le mélanome malin [27-
30]. Contrairement a I’ Homme ou les OSCC dominent largement, plusieurs types histologiques
de cancers oraux sont donc retrouvés relativement fréquemment chez le Chien. D’autres cancers
oraux retrouvés chez le Chien un peu moins fréquemment que le mélanome malin et I’OSCC
incluent le fibrosarcome et 1’ostéosarcome [29,30].

B. Facteurs de risque internes

B.1. Age

Comme pour la majorité des cancers, le risque de développer un OSCC augmente avec 1’age
chez ’Homme et le Chien.

Chez I’Homme, les HNSCC et OSCC sont principalement diagnostiqués entre 50 et 70 ans,
en particulier chez les patients fumeurs-buveurs (FB) qui constituent la majorité des cas dans
les pays occidentaux [25,31,32]. Par comparaison, les OSCC survenant chez des individus non
fumeurs-non buveurs (NFNB) sont plus susceptibles d’apparaitre a des ages « extrémes », c’est-
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a-dire chez le patient jeune ou d’age moyen (moins de 50 ans) ou le patient de plus de 65-70
ans. Plus précisément, deux sous-groupes majeurs de patients NFNB sont les femmes jeunes
avec un SCC lingual [32—34], et les femmes de plus de 70 ans avec un SCC gingival ou touchant
la muqueuse buccale [32,35].

Chez le Chien, les OSCC surviennent également principalement chez 1’animal 4gé, avec un
age moyen au diagnostic entre 8 et 14 ans selon les études [3,26,27,29,30,36]. La tranche d’age
touchée est cependant tres large, avec notamment la survenue occasionnelle d’OSCC chez le
trés jeune chien (moins de 12 mois) [37-39].

B.2. Sexe

Une fois corrigées les différences de pyramides d’ages entre hommes et femmes, le ratio
homme : femme des taux d’incidence pour les cancers de la cavité orale était de 2 : 1 en 2012
dans le Monde [40]. Ce ratio a diminué au cours des dernieres décennies, ce qui semble au
moins partiellement li¢ a I’exposition croissante des femmes a certains facteurs de risque
comme le tabac et I’alcool [41].

Chez le Chien, une majorité d’études ne met pas en évidence de prédisposition sexuelle pour
les OSCC [3,27,29,30], avec quelques études rapportant une surreprésentation des femelles au
sein des OSCC en général [2], ou au sein des SCC linguaux plus spécifiqguement [42].

B.3. Populations et génétique

Chez I’Homme, I’incidence des OSCC est nettement plus importante en Asie du Sud (Inde, Sri
Lanka, etc.) et dans certaines Tles du Pacifique (Papouasie-Nouvelle-Guinée) ou les OSCC
représentent le cancer le plus fréquent chez les individus masculins [20,40]. La région de I’ Asie
du Sud en particulier regroupait 40,9 % des nouveaux cas de cancer de la cavité orale dans le
Monde en 2012 [40]. Des différences d’environnement et d’exposition aux carcinogénes entre
populations semblent cependant suffisantes pour expliquer ces disparités (voir sous-partie « I.C.
Facteurs de risque environnementaux »), sans pouvoir exclure une contribution génétique. A
I’échelle de I’individu, un historique familial de HNSCC constitue un facteur de risque pour le
développement d’un HNSCC [43]. Cela suggére ’existence de prédispositions génétiques au
développement de HNSCC, mais pourrait également refléter une exposition commune a des
facteurs de risque environnementaux. Par ailleurs, plusieurs polymorphismes de génes
impliqués dans le métabolisme de 1’alcool, de la nicotine et dans la réparation de I’ADN ont été
associés avec une augmentation du risque d’OSCC (et/ou d’HNSCC en général) [44,45].

Chez le Chien, les etudes réalisées ne mettent pas en évidence de prédisposition de
race [27,29,36] ou divergent quant aux races mises en évidence [2,42]. Ce type d’analyse est
rendu difficile par les effectifs souvent limités des etudes, par opposition avec la grande
diversité des races canines. La comparaison a une population de référence robuste est de plus
nécessaire pour s’affranchir de la fréquence relative des différentes races. Les races rapportées
comme prédisposées incluent le Berger des Shetlands et le Springer Anglais (ou ‘English
Springer Spaniel’) pour les OSCC [2], ainsi que le Samoyéde, le Caniche et le Labrador
Retriever pour les SCC linguaux [42].

21



C. Facteurs de risque environnementaux

Chez I’Homme, de nombreuses méta-analyses et jeux de données ont permis d’éclairer
considérablement I’importance relative des différents facteurs de risque pour les HNSCC. En
particulier la base de données du consortium INHANCE [1,46] comportait fin 2020 35 études
cas-témoin regroupant plus de 25 700 patients HNSCC et 37 100 témoins. Cette base de
données est plus particulierement représentative des populations européennes et américaines,
28 études sur les 35 provenant exclusivement d’Europe ou Amérique du Nord.

C.1. Exposition au tabac et a ’alcool

Le tabac est un facteur de risque établi pour les OSCC et les HNSCC en général. La
consommation de cigarettes, par comparaison aux non-fumeurs, est ainsi associée a un Odds-
Ratio (OR) de 2,13 (intervalle de confiance a 95 % (1C95) : 1,53-2,98) pour le développement
d’un HNSCC [47]. Le risque additionnel est évident méme pour une consommation faible (une
a quelques cigarettes par jour) [48,49], et augmente avec la durée et fréquence de
consommation [47,49], la durée étant 1’élément le plus important [50]. La cigarette n’est pas
seule en cause et les autres formes de tabac fumé (pipe et cigare) [48], ainsi que le tabac prisé
ou chiqué [51,52] sont également associés a une augmentation du risque d’OSCC. Chez les
individus ne consommant pas de tabac, le tabagisme passif de longue durée (plus de 15 ans) a
enfin été associé a une augmentation du risque de HNSCC (OR = 1,55-1,6 selon le type
d’exposition). Ces effets concernent cependant essentiellement le pharynx et le larynx, les
résultats pour la cavité orale étant non concluants [53].

Indépendamment du tabac, la consommation d’alcool est également un facteur de risque
pour les OSCC et les HNSCC en général. Contrairement au tabac, I’augmentation du risque
n’est évidente que pour des consommations importantes (pour plus de 3 verres/jour par
comparaison aux non-buveurs, OR = 2,04 ; 1C95 : 1,29-3,21) [47]. Les populations Asiatiques
semblent étre une exception, avec une augmentation du risque mise en évidence méme a des
niveaux d’exposition faibles (moins de 12,5g/jour) [54]. Cette observation pourrait s’expliquer
par I’importante prévalence des mutations impliquées dans le métabolisme de 1’éthanol et de
I’acétaldéhyde au sein des populations Asiatiques [54-56]. Enfin le risque additionnel de la
consommation d’alcool augmente avec la durée et fréquence de consommation [54,57], la
fréquence étant 1’élément le plus important [50].

Alcool et tabac présentent de plus des effets synergiques sur 1’augmentation du risque
d’OSCC. Hashibe et al. ont ainsi observé que le risque additionnel observe chez les individus
fumeurs et buveurs était supérieur a la somme des effets attendus pour les consommations
isolées d’alcool et de tabac [58]. La méme étude réalisée sur 27 389 individus Européens ou
Américains a estimé que 64 % des cas d’OSCC, ou 72 % des cas d’HNSCC, pouvaient étre
attribués a la consommation d’alcool et/ou de tabac dans les populations étudiées [58].

Chez le Chien, les arguments épidémiologiques manguent pour une influence du tabagisme
passif sur la survenue de cancers des voies aérodigestives supérieures [59,60] ou du poumon
[61,62], les publications rapportant majoritairement une absence d’association significative
entre cancer et exposition a la fumee de cigarette. Les chiens peuvent cependant inhaler la
fumée de cigarette, ce qui peut étre évalué par la détection de la nicotine ou de ses métabolites
sur les poils et dans 1’urine des chiens [63-65]. Par ailleurs, des lésions cellulaires et
modifications inflammatoires des voies aérodigestives ont été mises en évidence chez des
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chiens exposés a la fumée de cigarette [66,67]. Il est donc possible que les chiens ne soient pas
exposés a la fumée de cigarette a des niveaux suffisants et/ou suffisamment longtemps pour que
cela constitue un risque significatif de HNSCC, sans pouvoir exclure un risque faible non mis
en évidence par les études réalisées jusque-la.

C.2. Consommation de chigue de Bétel en Asie du Sud et du Sud-Est

La chique de Bétel est une préparation a macher trés utilisée en Asie du Sud (Inde, Pakistan,
Bangladesh, etc.) et Asie du Sud-Est (Taiwan, Papouasie-Nouvelle-Guinée, etc.). Elle
comprend habituellement des noix d’arec (ou noix de bétel) tranchées, du citron vert et des
feuilles de bétel, auxquelles viennent éventuellement s’ajouter du tabac [52]. Comme on 1’a vu
dans la sous-partie précédente, la mastication de tabac est associée a un risque augmenté
d’OSCC [51,52]. Méme lorsqu’elle n’incorpore pas de tabac, la consommation de chique de
Bétel est elle-méme associée a une augmentation du risque d’OSCC (OR = 2,82 ; ICg5 : 2.35-
3,40) [52]. Ce risque additionnel augmente avec la durée et fréquence de consommation, ainsi
que lorsque du tabac est ajouté a la préparation [68]. La consommation fréquente de la chique
de Bétel semble étre le principal facteur expliquant I’incidence élevée des OSCC dans les pays
Asiatiques concernés [20].

C.3. Infection par les Papillomavirus

Chez I’Homme, ’infection de la cavité orale et du pharynx par des Papillomavirus Humains
(HPV) sexuellement transmissibles est un facteur de risque majeur pour les carcinomes
épidermoides oropharyngés (OPSCC) [69,70]. HPV-16, ainsi que HPV-18 dans une moindre
mesure, sont les sous-types les plus impliqués [71] bien que de nombreux autres HPV « a haut
risque » soient décrits [72]. Le rble de I’infection par HPV dans la survenue des OSCC est
cependant moins clair.

La séropositivité vis-a-vis d’HPV n’est pas significativement associée a la survenue
d’OSCC, contrairement aux OPSCC [69]. Certains comportements sexuels dont la pratique
constitue un facteur de risque pour les SCC oropharyngés ne sont pas non plus significativement
associés a la survenue d’OSCC [73]. A I’échelle de la tumeur, les HPV a haut risque sont
identifiés (sous forme d’ADN/ARN viral ou de protéines induites) bien moins fréquemment
dans les OSCC que les OPSCC [69,71,74-78]. Par ailleurs HPV peut infecter la cavité orale
(ou I’oropharynx) de maniére concomitante, sans étre impliqué dans 1’oncogenése [79]. Selon
la méthodologie utilisée pour détecter HPV (tab I1), les proportions estimées de tumeurs « HPV-
positives » surestiment donc plus ou moins la proportion de tumeurs pour lesquelles HPV est
effectivement impliqué dans 1’oncogenese.

En se basant sur 1’expression des oncogenes viraux E6 et E7, il est ainsi estime que la fraction
étiologique des HPV a haut risque (ou proportion de cas dont la cause est attribuable a) est
comprise entre 2 et 6 % pour les OSCC [77,78,80,81] contre 30 a 40 % environ pour les
OPSCC [71,80]. Ces fractions étiologigques connaissent cependant des variations considérables
entre régions du Monde, selon I’importance relative des différents facteurs de risque [71,80,82].
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Tableau Il : Principales techniques utilisées pour identifier HPV dans les lésions d’OSCC
ou OPSCC

Test Cible/utilisation Interprétation

La PCR conventionnelle est tres sensible, mais ne traduit que
I’infection par HPV (donc peu spécifique d’un role dans
(q)PCR ADN de HPV I’oncogenése) [83]
La qPCR peut éventuellement étre plus indicative d’un rble
oncogénique si le nombre de copies est élevé
L’expression des protéines virales E6/E7 est directement impliquée
(Q)RT-PCR ARNM de E6/E7 dans le processus d’oncogenése, d’ou une meilleure spécificité vis-
a-vis du role d’HPV dans I’oncogeneése [83]
La définition d’un marquage « p16-positif » doit étre considérée
avec attention [79,84]
Protéine p16 Pour les OPSCC, bonne sensibilité et spécificité modérée vis-a-vis
au sein des tissus du role d’HPV dans 1’oncogenése [84]
Pour les OSCC, le test est difficilement interprétable au vu de la
mauvaise valeur prédictive positive [77]
Hybridation ARNm de E6/E7  Tres bonne spécificité vis-a-vis du réle d’HPV dans I’oncogenése
in situ au sein des tissus [83]

IHC

Les techniques évaluant le niveau d’expression des oncogénes viraux E6 et E7 sont considérées
comme le gold-standard pour évaluer le role d’HPV dans I’oncogenése de la tumeur étudiée
[81,84]. gPCR = quantitative PCR ; gRT-PCR = quantitative Reverse Transcriptase PCR ;
IHC = Immunohistochimie.

Chez le Chien, une vingtaine de Papillomavirus Canins (CPV) sont connus a ce jour. La
majorité ont été identifiés au cours des dix dernieres années, et il est trés probable que notre
connaissance de ces virus canins soit amenée a évoluer considérablement. Plusieurs types de
CPV sont associés a des tumeurs bénignes ou malignes, cutanées ou au sein de la cavité orale
chez le Chien. Le réle causal de ces virus dans la carcinogenése n’est cependant pas toujours
formellement démontré, et peu de données sont disponibles quant a leur impact réel dans la
population canine.

Parmi les CPV retrouveés au niveau des voies aéro-digestives superieures, CPV-1
(anciennement COPV pour Canine Oral Papillomavirus) est une cause fréquente de
Papillomatose orale chez le jeune chien ou 1’animal immunodéprimé [85]. Cette affection se
traduit par I’apparition de multiples tumeurs bénignes exophytiques de type papillome au
niveau de la muqgueuse orale, régressant spontanément dans la majorité des cas. CPV-13 a
également été rapporté comme potentiellement impliqué dans des cas de Papillomatose orale
[86].

Pour ce qui est des carcinomes épidermoides, I’ADN ou les antigenes de CPV ne sont
détectés qu’occasionnellement dans les OSCC [87-93]. Une limite possible de ces approches
est que tous les types de CPV ne sont pas forcément reconnus selon les amorces ou anticorps
utilisés [85,92], ce qui pourrait sous-estimer la prévalence réelle des CPV au sein des OSCC.
Méme si les proportions observées étaient supérieures, les méthodes utilisees ne permettent
cependant que d’identifier la présence concomitante de CPV, qui peut également Etre retrouveé
dans la cavité orale de chiens sains [94]. Par ailleurs, les études publiées a ce jour n’incluent
pas de groupe témoin (muqueuse orale de chiens sans SCC) qui permettrait éventuellement
d’identifier un sur-risque de SCC associé a I’infection orale par CPV et d’estimer la fraction
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étiologique correspondante. De maniere similaire, la surexpression de pl16 dans les OSCC
canins n’est rapportée qu’occasionnellement [90,91,95], et n’implique pas nécessairement la
présence de CPV ou son rdle dans I’oncogenese [91]. Quelques cas et séries de cas utilisant une
combinaison de méthodes diagnostiques (QPCR, histologie, IHC, hybridation in situ ...),
couplés aux connaissances sur la biologie des papillomavirus, démontrent tout de méme de
maniére convaincante que certains types de CPV (dont CPV-1 et 17) sont susceptibles d’induire
ou favoriser ’apparition d’OSCC chez le Chien [95-97].

I
Chez ’'Homme, I'infection orale par des HPV a haut risque (dont HPV-16) est un facteur |
de risque mineur pour les carcinomes épidermoides oraux. Elle est par contre un facteur :

de risque majeur pour les carcinomes épidermoides oropharyngés. |

I
Chez le Chien, certains CPV sont susceptibles d’induire ou favoriser la survenue de |

carcinomes épidermoides oraux. La fraction étiologique correspondante ne peut étre :
estimée avec les études publiées a ce jour, mais semble limitée. |

C.4. Exposition aux UV

L’exposition aux UV favorise la survenue de carcinomes épidermoides sur la face externe de
la levre chez ’'Homme et le Chien, et explique I’incidence élevée de cette localisation chez
certaines populations blanches a forte exposition solaire (dont Australiens) [40].

Au vu des facteurs de risque spécifiques associés a ces différentes localisations, la tendance
actuelle est cependant de ne pas inclure la face externe de la levre (code ICD C00.1 et C00.2)
dans la définition de la cavité orale utilisée pour 1’étude des cancers oraux (tab ).

C.5. Déficits et désordres immunitaires

L’incidence de nombreux types de cancer est augmentée chez les patients avec un déficit
immunitaire primaire [98] ou acquis [99,100]. Differents mécanismes sont susceptibles de
participer a ’oncogenése selon le type de déficit immunitaire et de cancer. lls peuvent étre
regroupés en trois catégories principales : (1) les anomalies moléculaires a ’origine du déficit
immunitaire primaire favorisent directement la transformation néoplasique des cellules
concernees ; (2) le déficit immunitaire facilite 1’infection par des pathogenes oncogénes et/ou
I’inflammation chronique des tissus [100,101] ; (3) le déficit immunitaire entraine un défaut
d’immunosurveillance, c’est-a-dire que le systeme immunitaire ne remplit pas son role
d’élimination des cellules acquérant des caractéristiques néoplasiques [102—104].

Plus spécifiquement, 1’incidence des carcinomes épidermoides oraux et pharyngés est
augmentée chez les patients immunodéprimés, comme les transplantés ou malades du SIDA
[99,100]. Ceci pourrait s’expliquer notamment par une plus grande susceptibilité a I’infection
par HPV, sans exclure un défaut d’immunosurveillance. Un cas spécifique correspond aux
patients ayant recu une greffe de moelle osseuse et traités pour une réaction du greffon contre
I’hote (RGH) chronique. Ces patients sont particulierement a risque de développer un
carcinome épidermoide oral ou cutané entre autres tumeurs secondaires [105-107]. Le
mécanisme est cependant plus complexe que précédemment, et semble notamment impliquer :
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(a) I’inflammation et Iésion chronique des épithéliums dues a la RGH ; (b) I’immunodépression
secondaire au traitement prolongé de la RGH ; (c) un effet carcinogéne direct des traitements
effectués avant ou apres la greffe (irradiation, chimiothérapie cytotoxique, azathioprine,
cyclosporine ...) [105,108]. L’immunodépression en particulier pourrait faciliter 1’infection
cutanée par HPV et la survenue de carcinomes cutanés [109]. Pour la cavité orale cependant,
I’ADN d’HPV n’a pas été retrouvé dans une série de cinq patients avec RGH chronique et
OSCC secondaire [107].

Bien que la survenue des OSCC chez le chien immunodéprimé n’ait pas été spécifiquement
étudiée, plusieurs publications rapportent la survenue de carcinomes éepidermoides cutanés,
chez un chien ayant recu de la prednisone et cyclosporine de maniere prolongée [110], ainsi
que dans une série de chiens avec un déficit immunitaire combiné séveére lié a I’X (X-SCID)
[111]. Dans les deux cas les carcinomes étaient multiples et révélaient la présence de
papillomavirus, suggérant I’'importance de I’immunodépression et susceptibilité a 1’infection
dans la survenue de ces carcinomes. Dans le cas du chien recevant prednisone et cyclosporine,
il a été suggéré que la cyclosporine puisse favoriser la carcinogenése au-dela de ses effets
immunosuppresseurs en potentialisant les effets néfastes des UV sur la peau [112,113]. Les
résultats en médecine humaine sont cependant contradictoires quant a si la cyclosporine
augmente plus le risque de carcinome cutané que d’autres molécules immunosuppressives
[114], ces dernieres pouvant elle-méme ne pas avoir qu’un rdle strictement
immunosuppresseur.

C.6. Autres facteurs de risque environnementaux chez ’Homme

Bien que non rapportés chez le Chien, d’autres facteurs de risque pour les OSCC ont été mis en
évidence chez ’Homme au cours des derniéres années. Ils comprennent 1’alimentation [1,46],
une pauvre hygiéne de la cavité orale [115], la taille [116], I’indice de masse corporelle [117—
119], une faible activité physique [120], I’éducation et statut socio-économique [121], ou
encore 1’occupation professionnelle [122].

Leur impact semble moindre en comparaison des facteurs de risque majeurs que sont le tabac
et I’alcool, et leur mécanisme d’action nécessite d’étre approfondi pour certains d’entre eux. En
particulier la présence de facteurs de confusion ou d’interactions entre différents facteurs de
risques potentiels n’a pas toujours été exclue. Un bas niveau d’éducation par exemple, est
associé a un risque additionnel important pour les HNSCC (OR =2,5; ICgs : 2,02-3,09) en
analyse univariée. Il a cependant été estimé que 77 % de ce risque additionnel s’expliquait par
les facteurs de confusion que sont le tabac (fumé ou non), I’alcool et le régime
alimentaire [121]. Une proportion supérieure est par ailleurs susceptible d’étre expliquée par
d’autres facteurs de confusion non explorés [121].

Chez 'Homme, les facteurs de risques environnementaux majeurs pour les OSCC sont la
consommation de tabac (sous toutes ses formes), la consommation d’alcool, et la mastication de
chique de Bétel en Asie.

connus. lls sont susceptibles d’inclure I'infection orale par certains CPV, 'immunodépression, voire

| Chez le Chien, les facteurs de risque environnementaux et leur importance relative sont peu
| I’exposition a la fumée de cigarette.



II. Pathogénie et comportement biologique : localisation,
aspect, invasion locale, metastases et stade clinique

A. Localisation des tumeurs primaires

Les OSCC chez I’Homme et le Chien peuvent survenir au niveau de 1’ensemble des muqueuses
de la cavité orale, telle que définie dans le tableau I : sur la face interne des lévres (codes ICD
C00.3-4), les 2/3 antérieurs de la langue (C02), le plancher buccal (C03), les gencives (C04), le
palais dur (CO5) et sur les surfaces muqueuses autres de la cavite orale (C06 : vestibule buccal,
joues, zone rétromolaire). Ces différentes localisations ne sont cependant pas aussi fréquentes
les unes que les autres.

Chez ’'Homme, les OSCC surviennent notamment au niveau de la langue, du plancher
buccal et des gencives mandibulaires [123-127]. Ces localisations préférentielles varient
subtilement selon la population étudiée. Le plancher de la bouche est une localisation
relativement plus fréquente chez les individus fumeurs-buveurs (FB), tandis que les
localisations linguales et gingivales maxillaires le sont plus chez les individus non-fumeurs et
non-buveurs (NFNB) [32,34,35,123]. Ces observations pourraient traduire une exposition
supérieure des muqueuses en position déclive aux substances carcinogenes contenues dans
I’alcool et le tabac [128]. Enfin les femmes semblent plus a risque d’avoir un OSCC lingual
(notamment la femme jeune) ou gingival (notamment la femme de plus de 70 ans),
indépendamment du statut NFNB [32,123,127].

Chez le Chien, les OSCC surviennent notamment au niveau des gencives (plus de 50 % des
cas) ou de la langue [2,3,30]. Une publication récente se distingue en rapportant une proportion
relativement élevée (23 % des OSCC) au niveau du plancher buccal, soit discretement plus
qu’au niveau de la langue (19 % des OSCC) dans la méme série de cas [30].

B. Aspect macroscopique des lésions primaires et invasion locale

B.1. Aspect macroscopigue des lésions pré-cancéreuses chez ’Homme

Chez ’Homme, une 1ésion pré-cancéreuse peut éventuellement étre observée avant I’apparition
du carcinome épidermoide per se. Une lésion pré-cancéreuse se définit par un tissu
morphologiquement altéré et plus a risque de transformation maligne que le tissu normal. Au
sein de la cavité orale, il s’agit majoritairement des leucoplasies et dans une moindre mesure
des érythroplasies [129,130]. Ces lésions correspondent respectivement a des plages ou plagques
blanches (leucoplasie) ou rouges (érythroplasie), non détachables (fig 1), pour lesquelles les
autres causes de coloration de la muqueuse orale ont été exclues [129]. Elles peuvent étre
divisées en de nombreux sous-types associés a différents risques de transformation maligne
chez I’'Homme [130].

A notre connaissance, les lésions pré-malignes de la cavité orale ne sont pas décrites dans la
litterature scientifique chez le Chien.
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Figure 1 : Cas de leucoplasie linguale chez ’Homme (D’apres le Dr. Franceschini [131])

B.2. Aspect macroscopigue des OSCC et invasion locale

L’aspect macroscopique des OSCC est variable chez I’Homme et le Chien, pouvant aller d’une
forme exophytique bourgeonnante et ferme a une forme essentiellement térébrante (fig 2).
Certains OSCC peuvent simplement se manifester par un ulcére chronique [132]. Une majorité
d’OSCC est cependant macroscopiquement prolifératif chez le Chien (78,1 % dans une série de
Nemec et al. [2]). Quel que soit 1’aspect global, les ulcérations de surface sont fréquentes
[2,133] et peuvent se compliquer de saignements et infections.

Figure 2 : Les carcinomes épidermoides oraux adoptent des aspects macroscopiques
varies (D’aprés le Dr. Vét. Verhaert [134]). (A) OSCC canin exophytique. (B) OSCC
canin térébrant ; absence de masse visible mais dépigmentation, ulcérations et perte de structure
du palais dur.

Que ce soit chez I’Homme ou le Chien, les OSCC sont trés invasifs localement, avec des
consequences Vvariables selon la localisation primaire [133,135]. Pour les OSCC linguaux,
I’invasion se fait d’abord dans les muscles de la langue. Pour les autres localisations
préférentielles (plancher de la bouche, gencives, palais dur ...) une invasion de 1’os sous-jacent
est fréquente chez I’Homme et le Chien [136,137]. Dans ce cas, I’examen clinique pourra mettre
en évidence des dents instables ou manquantes. L’ensemble des tissus mous adjacents aux
Iésions sont susceptibles d’étre envahis, a I’origine de possibles déformations de la face et/ou
de signes neurologiques .
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C. Comportement métastatique

Chez I’Homme, les métastases loco-régionales aux nceuds lymphatiques (NLs) de la téte et du
cou sont fréquentes [135]. L’examen histopathologique met ainsi en évidence une infiltration
néoplasique d’un ou plusieurs NLs chez environ 20 a 30 % des patients avec OSCC au moment
de la prise en charge initiale [125,126,138,139]. Les métastases a distance sont en revanche peu
fréquentes, présentes chez environ 2 a 4 % des patients [138,140,141]. Les sites les plus
concernés par le développement de métastases sont dans I’ordre les poumons, les os et le foie
[142]. De nombreux autres sites sont susceptibles d’étre touchés moins fréquemment (cerveau,
peau, tissus mous, NLs non drainants, péritoine, etc.) [140,142].

Chez le Chien, les métastases loco-régionales et a distance d’OSCC sont peu fréquentes.
Elles sont respectivement rapportées dans 5 a 23 % des cas pour les métastases loco-régionales,
et dans 3 a 36 % des cas pour les métastases a distance [133,143,144]. Les métastases a distance
sont principalement pulmonaires, bien que des métastases osseuses [145], hépatiques, rénales
et ganglionnaires [146] soient également rapportées. Selon les examens réalisés au cours du
bilan d’extension, il est possible que la prévalence des métastases loco-régionales soit sous-
estimée dans certaines publications chez le Chien. A titre d’exemple, les NLs mandibulaires
sont parfois les seuls évalués [147], ce qui s’explique par la mauvaise accessibilité des autres
NLs drainants. Or des métastases loco-régionales peuvent étre présentes sans affecter les NLs
mandibulaires [148-150]. Les examens d’imagerie tomodensitométriques, par résonnance
magnétique ou échographiques peuvent participer a estimer le statut des nceuds lymphatiques
profonds en préopératoire [3]. En cas de métastases loco-régionales, une proportion élevée des
cas est par ailleurs susceptibles de présenter des métastases controlatérales, y compris en cas de
tumeur latéralisée de la cavité orale [149,151].

Aussi bien chez ’'Homme que chez le Chien, ce comportement métastatique des OSCC est
a différencier de celui des autres carcinomes épidermoides téte et cou. Dans 1’oropharynx en
particulier les carcinomes épidermoides survenant au niveau des tonsilles (palatines ou
linguales) métastasent plus fréquemment et précocement, 1’adénopathie cervicale pouvant
constituer un signe d’appel [133,135].

D. Classification en stades cliniques des cancers de la cavité orale

La classification en stades cliniques consiste a regrouper les patients ou animaux malades en
groupes permettant de prédire leur survie ou évolution clinique. Groome et al. ont défini en
2001 quatre qualités devant étre possédees par une méthode de classification ideale [152] :

1. Les individus au sein d’un méme groupe (ou stade) ont des taux de survie similaires.

2. Les groupes différent entre eux en termes de composition et taux de survie.

3. Celaconfere ala classification un pouvoir prédictif vis-a-vis d’un ou plusieurs critéres
d’évaluation (survie totale, survie sans récurrence ...).

4. Les groupes sont équilibrés, ils comportent des nombres similaires d’individus.

Un critére que 1’on pourrait ajouter est la (relative) simplicité d’utilisation pour le clinicien, qui
est nécessaire a la pertinence clinique de la classification.

Une des méthodes de classification les plus répandues est la classification TNM de 1’Union
Internationale Contre le Cancer (UICC). Historiqguement basée sur des critéres « anatomiques »
au niveau des trois sites que sont la tumeur primaire (T), les nceuds lymphatiques drainants (N)
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et les métastases a distance (M), cette classification inclut progressivement d’autres types de
critéres selon 1’avancée des connaissances. Le statut « p16-positif » en IHC des carcinomes
épidermoides oropharyngés a ainsi récemment été pris en compte pour la classification des
patients avec ce type de cancer [153], afin de refléter le meilleur pronostic qui leur est associe.

Pour la cavité orale chez ’Homme, la classification TNM de I’UICC a connu une mise a
jour significative avec sa 8™ édition en 2017 [18], suivie de corrections mineures en 2020
[154]. Par souci de clarté et pour I’interprétation des publications selon leur date de parution,
les trois derniéres classifications de ’'UICC ont été synthétisées dans le tableau I11, tandis que
I’attribution du stade correspondant peut étre trouvée dans le tableau IV. Une conséquence
intéressante de ces modifications, mais source d’interrogations, est qu’il n’est pas toujours
possible d’attribuer un stade définitif avant résection chirurgicale et examen histopathologique.
La profondeur d’invasion maximale sous la lame basale (DOI, ‘Depth of Invasion’) n’a en effet
démontré son importance pronostique que lorsque déterminée via examen histopathologique
[155]. Le nouveau critére d’envahissement extra-capsulaire d’un nceud lymphatique (ENE,
‘Extra-Nodal Extension’) a également été démontré comme pronostic lorsque déterminé par
histopathologie [156]. Il peut cependant étre estimé cliniquement via I’adhérence du nceud
lymphatique aux structures adjacentes, ou via la présence de signes neurologiques traduisant
I’atteinte d’un nerf adjacent. Les études réalisées depuis sur des cohortes de patients avec OSCC
semblent confirmer une amélioration du caractére pronostic de la classification avec cette 8™
édition [157,158].

30



Tableau

I’Homme [18]

Classification TNM de IPUICC des cancers de la cavité orale chez

‘ o UICC 8™ édition
UICC 7¢m¢ édition (2009) )
(2017) (Corrections, 2020)

T1 GD <2cm GD <2cm ET DOI < 5mm

2cm < GD <4cm ET DOI < 10mm
T2 2<GD=dem ET/OU 5 < DOI < 10mm
GD >4cm GD >4cm

T3 GD>dem ET/OU DOI > 10mm |OU DOI > 10mm

Invasion : corticale osseuse, sinus I SEEer ¢ ol (G0 e B DOL =
Tefios ’ 0sseuse, sinus 10mm]

T LI, PERN GIE (R (ER, O I eal: maxillaire ou peau de | ET/OU invasion telle que
profond extrinséque de la langue la face décrite en 2017
Invasion : espace de mastication, lames

T4b  du processus ptérygoide, base du crane ©
ou recouvrement de la carotide interne

NO Aucun signe de métastase ganglionnaire
loco-régionale

N1 Un seul NL ipsilatéral, GD < 3cm Un seul NL ipsilatéral, GD < 3cm ET ENE—

N2a  Un seul NL ipsilatéral, 3 <GD < 6¢cm Un seul NL ipsilatéral, 3 < GD < 6cm ET ENE-

N2b  plusieurs NLs ipsilatéraux, GD < 6cm plusieurs NL ipsilatéraux, GD < 6cm ET ENE—

N2c  Bilatéral et/ou controlatéral, GD < 6cm II;INBEll_ateral et/ou controlatéral, GD < 6cm ET

) N3a : Aumoins un NL de GD > 6cm ET ENE-

N3 Au moins un NL avec GD > 6cm )

N3b : ENE+ pour au moins un NL
MO  Aucun signe de métastase a distance @
M1 Meétastase a distance ©

DOI = Depth of Invasion, i.e. profondeur maximale d’invasion sous la lame basale ; ENE = Extra-
Nodal Extension, i.e. invasion extra-capsulaire ; GD = Greater Diameter, i.e. plus grand diamétre ;
NL = Neeud Lymphatique ; ©° = définition identique a celle de [’édition précédente.

Tableau IV : Attribution du stade clinique chez I’Homme, selon la classification TNM de
I’'UICC [18]

T N M
Stade 0 Tis NO MO
Stade | T1 NO MO
Stade Il T2 NO MO
T3 NO
Stade [Il TUT2IT3 N1 i
T4a NO/N1
Stade 1Va T1/T2/T3/T4a N2 MO
tout N3
Stade Vb Tab tout MO
Stade V¢ Tout Tout M1

Tis = carcinome in situ.
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Chez le Chien la classification la plus répandue pour les cancers de la cavité orale est celle
de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) établie en 1980 (tab V et VI) [159].

Tableau V : Classification TNM de ’OMS des cancers oraux chez le Chien [159]

T1 GD < 2em Tla Sans Invasion osseuse
T1b : Avec invasion osseuse
T2a : Sans invasion 0sseuse
e 2GS T2b : Avec invasion osseuse
T3 GD > 4cm T3a Sans Invasion osseuse
T3b : Avec invasion osseuse
NO Aucun signe de métastase ganglionnaire loco-régionale
N1 Un ou plusieurs NLs ipsilatéraux de taille augmentés ~ N1a/N1(-) : Histologie négative
mais mobiles N1b/N1(+) : Histologie positive
N2 Un ou plusieurs NLs bilatéraux ou controlatéraux de N2a/N2(-) : Histologie négative
taille augmentée mais mobiles N2b/N2(+) : Histologie positive
N3 Un ou plusieurs NLs adhérents aux structures adjacentes
MO Aucun signe de métastase a distance
M1 Meétastase a distance
GD = Greater Diameter, plus grand diametre d’une tumeur primaire ; NL = Nceud
Lymphatique.

Tableau VI : Attribution du stade clinique chez le Chien, selon la classification TNM de
I’OMS [159]

T N M

Stade | Tla NO/N1a/N2a MO

Stade II T2a NO/N1a/N2a MO
T1b/T2b/T3 NO/N1a/N2a

Stade I11 Tout N1b MO

N2b/N3 MO

Stade IV Tout Tout M1
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III. Apports de I’histologie et immunohistochimie au diagnostic et au
pronostic

L’examen histologique, réalisé sur biopsie ou piece d’exérese, permet d’apporter plusieurs
informations essentielles au diagnostic et a la prise en charge thérapeutique.

A. L’ histologie, méthode de référence pour le diagnostic de
certitude

L’examen histologique permet en premier lieu d’établir le diagnostic de certitude de carcinome
épidermoide, en mettant en évidence ses caractéristiques histologiques principales :
différenciation épithéliale et invasion [135].

La différenciation épithéliale est présente a un degré variable selon la tumeur, et correspond
notamment a la présence de kératinisation (avec formation fréquente de perles cornées dans les
OSCC bien différenciés) et/ou de ponts intercellulaires (fig 3). Dans les OSCC peu différenciés
— minoritaires chez ’'Homme et le Chien [2,135] — I’absence de différenciation épithéliale
évidente peut rendre I’immunohistochimie (IHC) nécessaire pour le diagnostic de certitude. Les
marqueurs pouvant étre utilisés incluent les cytokératines AE1/AE3 et CK5/6, le facteur de
transcription p63, ainsi que son isoforme p40 [2,135].

Le caractére invasif se manifeste histologiqguement par une interruption de la membrane
basale de I’épithélium, et la propagation de cellules néoplasiques dans le tissu sous-jacent. Des
cellules néoplasiques peuvent eéventuellement étre visualisées au sein des vaisseaux sanguins
ou lymphatiques, ou encore en péri-nerveux [135].

Figure 3 : Coupe histologique d’un carcinome épidermoide lingual canin, de sous-type
histologique ‘conventionnel’ et bien différencié. Plusieurs perles cornées peuvent étre visualisées
(fleches blanches). Coloration Hémalun-Eosine, échelle = 200 um. Source : Queffeulou Alexis.

L’examen histologique permet également de classifier les échantillons en différents sous-
types histologiques, précisant ainsi le type de carcinome épidermoide. Chez ’Homme comme
chez le Chien, le sous-type histologique majoritaire au niveau de la muqueuse orale est le
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carcinome épidermoide conventionnel (cOSCC, ‘conventional OSCC”) [2,3,135,144]. Selon
les publications, le sous-type conventionnel représente ainsi de 77 a 99 % des cas d’OSCC
canins [2,3,144].

Hormis les OSCC conventionnels, la classification de I’OMS chez I’Homme inclut huit sous-
types histologiques : basaloide, a cellules fusiformes (ou sarcomatoide), adénosquameux,
carcinoma cuniculatum, verruqueux, lympho-épithélial, papillaire et acantholytique (tab VII)
[135,160]. La plupart sont rares au sein de la cavité orale chez I’ Homme [160].

Les sous-types basaloide, a cellules fusiformes, adénosquameux, verruqueux, papillaire et
pseudoangiomateux (un variant d’acantholytique) ont été rapportés chez le Chien [2,161,162]
et représentent une faible proportion des OSCC dans cette espece également (tab VII) [2]. Les
OSCC papillaires pourraient étre relativement plus fréquents chez le tres jeune chien (moins de
12 mois) [2,38,39], quoique minoritaires méme dans cette sous-population [37]. Par ailleurs ils
sont également rapportés chez le chien &gé [2,163].

Tableau VII : Spécificités histologiques des sous-types de carcinome épidermoide oraux
chez ’Homme, et prévalence des lésions analogues chez le Chien

Sous-types chez
I’Homme [135]

Spécificités histologiques Prévalence parmi les OSCC

canins (Nemec et al.) [2]

Prédominance de cellules basophiles de taille
petite & moyenne, trés rapprochées les unes des

Lympho-épithélial

cytologiques de malignité [135]

Massifs néoplasiques d’architecture variée,
entremélés avec une quantité variable de
lymphocytes et plasmocytes [135]

Croissance majoritairement papillaire. Présence
de fins cordons fibro-vasculaires recouverts par

Basaloide " o 5,95 %
autres. Association avec quelques kératinocytes
hyalinisés [2]
Tumeur biphasique, avec un contingent
A cellules néoplasique fusiforme d’origine épithéliale, et
. - . el 2,4 %
fusiformes un contingent néoplasique épithélial
conventionnel [2]
Adénosquameux | Adeénocarcinome et OSCC a proximite [2] 36 %
Carcinoma Bien différencié, avec présence de galeries .
. L "y Non observé par Nemec et al.
cuniculatum (cuniculi) proliférant en profondeur [164]
Verrugueux Bien différencié, avec pas ou peu de critéres Non observé par Nemec et al.

Non observé par Nemec et al.

Papillaire , . . X 5,95 %
des cellules néoplasiques basales immatures a
faible index mitotique [2]
Acantholytique Bien différencié, acantholyse marquée [165] Non observé par Nemec et al.

OSCC = carcinome épidermoide de la cavité orale.

B. Intéréts pronostics de I’histologie et immunohistochimie

Une fois le diagnostic de certitude d’OSCC établi, les examens histologique et/ou
immunohistochimique permettent d’acquérir des informations susceptibles de prédire le
comportement biologique de la tumeur et donc le pronostic du patient ou de I’animal malade.
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B.1. Histologie et estimation du pronostic associé aux OSCC
conventionnels

Dans le cas des OSCC conventionnels, le grade histologique permet de synthétiser un ensemble
d’observations, a visée d’estimation du pronostic. Dans sa quatrieme édition du Classification
of Head and Neck Tumors (2017), I’OMS soutient un systéme en trois grades pour les
cOSCC (bien, moyennement, et peu différencie) selon le degré de différenciation, le
pléomorphisme cellulaire et I’activité mitotique [135].

Ce systeme de grade est cependant mal corrélé avec le pronostic des patients, notamment
aux stades précoces d’OSCC [166,167], ce qui est reconnu dans la méme publication de
I’OMS [135]. De ce fait le systéme de grade actuel de I’OMS est critiqué [168] et de nombreux
autres parametres histologiques ont été suggéré pour s’ajouter au systéme actuel. Parmi ceux-
ci, la profondeur d’invasion sous la lame basale, I’invasion osseuse et I’extension extra-nodale
ont démontré leur caractére pronostic [156,169] et rentrent en jeu dans la 8°™ édition de la
classification TNM de I’UICC [18] (voir sous-partie «II.D. Classification en stades
cliniques »). D’autres paramétres histologiques ayant démontré leur intérét pronostic chez les
patients avec un OSCC incluent le pattern d’invasion (cohésif, non cohésif, dispersé), I’invasion
péri-nerveuse ou lympho-vasculaire et bien sir le statut des marges chirurgicales [170]. La
présence de bourgeonnement tumoral et les caractéristiques histologiques du stroma péri-
tumoral pourraient également étre pertinentes a prendre en compte pour le pronostic des
patients [168].

Chez le Chien, le systeme en trois grades de I’OMS est le plus répandu pour les
cOSCC [2,3,144]. Peu de publications ont évalué son caractere prédictif sur le pronostic des
chiens atteints d’OSCC, et elles rapportent des résultats contradictoires [144,171]. D’autres
parameétres histologiques tels que I’invasion péri-nerveuse ou I’invasion lympho-vasculaire sont
fréguemment recherchés dans les OSCC canins également [2,3], mais leur impact sur le
pronostic des chiens malades est peu connu.

Chez ’'Homme comme chez le Chien, une majorit¢ d’OSCC conventionnels sont de grade
OMS moyennement ou bien différencié [2,3,135,144].

B.2. Histologie et estimation du pronostic associé aux autres sous-types
histologigques

Pour les autres sous-types histologiques d’OSCC, aucun grade n’est attribué chez I’Homme
selon les recommandations de I’OMS [135,170]. Ces sous-types sont cependant associés a des
comportements biologiques distincts renseignant sur le pronostic du patient. Les OSCC a
cellules fusiformes ou adenosquameux sont ainsi associés a un moins bon pronostic que les
cOSCC, tandis que les OSCC verruqueux ou papillaires sont associés a un meilleur pronostic
[135,160]. Par ailleurs, les criteres histologiques supplémentaires mentionnés précédemment
(invasion péri-nerveuse, etc.) peuvent la-aussi étre pris en compte par le clinicien.

L’approche est similaire pour les autres sous-types histologiques d’OSCC chez le Chien
[2,3]. Le manque de données publiées rend cependant difficile 1’évaluation du pronostic associé
a ces sous-types minoritaires.
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B.3. Autres marqueurs en immunohistochimie et estimation du
pronostic associé aux carcinomes épidermoides oraux

L’immunohistochimie (IHC) permet d’évaluer 1’expression et/ou la localisation d’antigénes
spécifiques au sein des échantillons analysés. Selon I’antigéne ciblé, cette information peut
permettre 1’identification de sous-populations cellulaires (cas des ‘cluster of differenciation’
pour I’identification des différentes populations immunitaires notamment).

Chez ’Homme de tres nombreux parametres ont été évalués sur leur capacité a prédire le
pronostic des patients avec OSCC et/ou leur réponse au traitement [172,173]. Les niveaux de
preuve sont cependant inégaux, souvent affectés négativement par la méthodologie utilisée
[174]. Par ailleurs la validation et translation des résultats de la recherche vers 1’utilisation
clinique est particulierement lente et difficile pour les biomarqueurs potentiels mis en évidence
[172,175]. L’expression de PD-L1 au sein des OSCC (par les cellules néoplasiques et/ou
immunitaires) semble par exemple étre un critére intéressant pour prédire la réponse aux
inhibiteurs des points de contréle immunitaires chez I’Homme [176], et pourrait constituer un
biomarqueur cliniguement pertinent dans un futur proche.

Parmi les parameétres évaluables par IHC, il est important de noter que le statut « HPV-
positif » des OSCC n’est pas associé a un meilleur pronostic chez I’Homme, contrairement aux
OPSCC [177]. Indépendamment du statut HPV, il a été suggeré par Chung et al. que le statut
pl6 puisse étre utilisé comme critére pronostic pour les SCC non oropharyngés, aprés avoir
observé une association entre statut « p16-positif » et meilleur pronostic pour ces tumeurs. Les
résultats étaient cependant non-significatifs une fois restreints a la cavité orale, ce qui pourrait
refléter un manque de puissance statistique [177].

Chez le Chien, les études publiées a ce jour permettent difficilement de relier le pronostic
des animaux malades a un marqueur en IHC, du fait d’effectifs limités et hétérogenes.
Mestrinho et al. ont rapporté une association négative entre le pourcentage de cellules
exprimant PCNA (‘Proliferating Cell Nuclear Antigen’) et la survie chez 13 chiens avec un
OSCC non métastatique [171]. L’impact des facteurs de confusion potentiels dans cette étude
(grade, localisation, etc.) est cependant difficile a évaluer au vu de I’effectif. Quelques
publications rapportent par ailleurs des marqueurs dont I’expression en THC était associée
positivement (p63, VEGF, etc.) ou négativement (E-cadhérine, B-caténine, desmogléine, etc.)
au grade des OSCC canins analysés [178-180], ce qui est cohérent avec les fonctions connues
de ces protéines au sein des cancers épithéliaux.
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V. Données transcriptomiques

Les cancers sont fondamentalement des maladies génétiques, secondaires a des altérations
génomiques permettant a des cellules de 1’organisme d’acquérir les caractéristiques
phénotypiques associées au cancer [181]. Se cantonner a une étude génomique n’apporte
cependant qu’une vision partielle de ces maladies. En particulier, les cellules néoplasiques sont
associées a un transcriptome ou profil d’expression génétique particulier, distinct des cellules
normales, et qui ne dépend pas uniquement des altérations génomiques présentes. Le
transcriptome des cellules néoplasiques est ainsi dépendant de facteurs intrinseques a ces
cellules (dont le génome de I’individu, les altérations génomiques présentes, et le type cellulaire
d’origine) et extrinséques (selon les caractéristiques du micro-environnement tumoral en
particulier). Ce sont autant d’éléments sur lesquels 1’étude du transcriptome est susceptible
d’apporter des informations.

Parmi les différentes techniques d’étude du transcriptome, le séquencage ARN consiste a
accéder a la séquence d’une partie des molécules d’ARN extraites d’un échantillon donng,
permettant ainsi I’identification de ces transcrits. Le récent engouement pour cette technologie
s’explique par des raisons économiques — I’évolution des technologies permettant une
diminution des colts de séquencage — mais également par sa pertinence pour répondre a
certaines questions scientifiques. En effet, le séquencage ARN se distingue d’autres techniques
entre autres par sa capacité a générer une vue d’ensemble du transcriptome — au contraire des
techniques de RT-PCR ciblées en particulier —, ainsi que par sa capacité a obtenir des données
sans nécessité de connaissance préalable des transcrits — au contraire des techniques de puces
d’hybridation en particulier [182].

Dans cette sous-partie nous verrons comment le séquencage ARN a contribué a approfondir
notre connaissance des OSCC chez le Chien, en relation avec nos connaissances de ces tumeurs
chez ’'Homme. Nous verrons également comment le développement des technologies de
séquengage ARN permet un meilleur acces a 1’hétérogénéité intra-tumorale de ces tumeurs.

A. Etude compareée des carcinomes épidermoides oraux chez
I’Homme et le Chien par séquencage ARN ‘bulk’

Les données de séquencage ARN sur les OSCC chez le Chien sont & ce jour limitées, avec
seulement deux cohortes ayant fait 1’objet de publications entre 2015 et Juin 2021 [4,5]. Dans
ces deux cohortes, le séquengage s’est fait a 1’échelle ‘bulk’, ¢’est-a-dire en sequengant les
molécules d’ARN contenues dans un mélange de nombreuses cellules. Des procédures de
microdissection ont toutefois permis d’enrichir les échantillons analysés en cellules
néoplasiques. Par conséquent, seuls les aspects concernant les cellules néoplasiques, et non le
micro-environnement tumoral, seront discutés ici.

Une caractérisation epidémiologique et clinique des échantillons et cas inclus peut étre
trouvée dans les tableaux VIII (cohorte de Liu et al.) et IX (cohorte de Guscetti et al.).
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A.1l. Le processus de carcinogenese est associé a des modifications
communes des profils d’expression chez le Chien et ’Homme

Dans ces deux études, les auteurs ont pu comparer le transcriptome des échantillons
néoplasiques a celui de 1’épithélium buccal normal. Dans les deux cohortes, le processus de
carcinogénése était associé a une grande partie de la variation entre les échantillons inclus,
permettant ainsi de distinguer clairement les échantillons néoplasiques et normaux par leur
profil d’expression global [4,5]. Pour ce qui est de I’étude globale des génes différentiellement
exprimés entre échantillons néoplasiques et normaux, Guscetti et al. ont par ailleurs mis en
évidence une grande concordance entre leur cohorte canine, et une cohorte du The Cancer
Genome Atlas (TCGA) chez I’'Homme [5].

L’analyse fonctionnelle des génes différentiellement exprimés entre les échantillons
néoplasiques et normaux a mis en évidence la dérégulation de processus généraux de la
carcinogénese, retrouvée dans de nombreux types de cancers chez I’Homme et dans de
nombreuses espéces [181,183]. Ces modifications comprennent 1’enrichissement dans les
tumeurs de processus comme la division cellulaire, 1’angiogenése, et la réponse immunitaire,
ainsi que la dérégulation de différentes voies métaboliques [4,5]. Parmi ces processus
fréqguemment altérés dans les cancers, il est intéressant de noter que tandis que Liu et al.
rapportent un appauvrissement des fonctions en lien avec 1’apoptose [4], Guscetti et al.
rapportent au contraire un enrichissement de ce processus au sein des tumeurs [5].

L’analyse fonctionnelle des genes différenticllement exprimés entre les échantillons
néoplasiques et normaux a également mis en évidence 1’altération de fonctions et voies de
régulation plus spécifiques, de facon concordante avec les altérations observées dans les
HNSCC chez I’'Homme [183-185]. Ces modifications comprennent la surexpression dans les
tumeurs de génes associés a la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), au remaniement
de la matrice extra-cellulaire, a la voie PI3K/AKT, et a la voie du TGFp. Au contraire, on
observe une répression des genes en lien avec la différenciation épithéliale [4,5].

Le processus de TEM en particulier ressort clairement dans les profils d’expression de ces
deux cohortes canines. Une observation intéressante en lien avec ce processus, est que différents
facteurs de transcription (FT) régulateurs sont surexprimés dans les tumeurs de ces deux
cohortes. En particulier, parmi les six FT majeurs de la TEM (ZEB1/2, SNAIL1/2, TWIST1/2),
Liu et al. rapportent une surexpression des seuls TWIST1 et SNAILl [4], tandis que
Guscetti et al. rapportent une surexpression de ZEB2 uniquement. Ces derniers émettent
d’ailleurs I’hypotheése que cette observation, combinée a celle de profils d’expression en faveur
d’un processus de TEM, pourrait indiquer une TEM partielle [5]. Différents eléments poussent
cependant a prendre ces observations avec prudence. Tout d’abord, la présence des transcrits
de FT est souvent transitoire au sein d’une méme cellule, tandis que les technologies de
séquencage ARN manquent souvent de sensibilité pour la détection d’un transcrit défini. Ces
deux éléments font qu’il peut étre délicat de conclure quand a la surexpression ou non d’un FT
donné quand I’effectif de I’étude est réduit. Par ailleurs, on considére le plus souvent la TEM
partielle comme la présence simultanée de caractéristiques phénotypiques épithéliales et
mésenchymateuses chez une cellule d’origine épithéliale [186-188]. Or ce phénotype n’est pas
toujours corrélé a I’expression des différents génes induisant et régulant la TEM. En particulier,
si les FT majeurs de la TEM sont souvent exprimés de fagcon associée, ce n’est pas toujours le
cas, et chacun d’eux est susceptible d’induire une TEM « complete » [186,189]. Des analyses
plus poussées sont donc necessaires afin de répondre aux questions sur la régulation de la TEM,
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et sur les potentiels états intermédiaires ou partiels de TEM. Nous aurons 1’occasion d’y revenir
dans la seconde partie de cette thése.

Deux échantillons de la cohorte de Liu et al. présentaient un certain nombre de sequences
s’alignant sur le génome de Papillomavirus [4]. Le nombre de séquences détectées était
cependant faible en comparaison de ce que l’on peut voir avec certains carcinomes
épidermoides téte et cou HPV+ chez I’Homme, rendant incertain un lien de causalité dans ces
cas précis. Cette observation reste intéressante compte tenu du fait que ces deux échantillons
présentent un profil d’expression global nettement distinct des autres tumeurs [4], ce qui
rappelle les différents profils moléculaires observés selon le statut HPV chez I’Homme [190—
192]. En particulier, une de ces deux tumeurs ne semble pas présenter de profil de TEM
significatif [4].

e
| Pour conclure les données de sequencage ARN des carcinomes épidermoides de la cavité |

orale suggerent une similarité importante entre I’Homme et le Chien dans les variations de |

A.2. Homologie dans le panorama mutationnel chez le Chien et chez
I’Homme

Le panorama mutationnel peut étre défini comme 1’ensemble des altérations de la séquence
d’ADN retrouvées au sein d’une tumeur ou d’un type de cancer donné. Son étude présente un
intérét pronostique et thérapeutique, puisque la présence de certaines altérations peut étre
associée a une meilleure réponse a un traitement donné. A 1’échelle de I’exome, la charge
mutationnelle (en nombre de mutations somatiques par mégabase d’ADN) est ainsi
positivement associée dans de nombreux types de cancers a une meilleure réponse au traitement
et survie chez les patients traités avec des inhibiteurs des points de contréle immunitaires (IClI,
‘Immune Checkpoint Inhibitors’) [193]. Cette association ne semble cependant pas aussi
franche dans le cas des carcinomes épidermoides téte et cou [194]. A I’échelle du géne, la
présence de mutations activatrices ou inhibitrices peut prédire la réponse a une thérapie ciblée.
Un bon exemple d’application thérapeutique est ainsi 1’utilisation des anticorps anti-BRAF chez
les patients atteints d’un mélanome avec mutation V600E de BRAF [195].

Bien que ne ciblant pas la molécule d’ADN, le séquencage du transcriptome peut tre utilisé
pour acquérir des informations indirectes sur le panorama mutationnel des tumeurs. Parmi les
différentes mutations identifiables, on peut distinguer les altérations chromosomiques, ou une
large région du génome est altérée, et les mutations ponctuelles, n’affectant qu’une seule paire
de bases nucléiques.

A.2.1. Altérations chromosomiques

Parmi les différentes altérations chromosomiques retrouvées dans les tumeurs, les événements
de délétion et amplification de régions chromosomiques peuvent étre identifiés par
I’observation d’anomalies du nombre de copies de genes (ANC) correspondant a ces régions
chromosomiques.
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L’étude directe du génome par des techniques d’hybridation avait ainsi déja permis
d’identifier des ANC au sein d’échantillons de OSCC chez le Chien, dont certaines altérations
concordantes avec celles observées au sein des HNSCC chez ’Homme. Celles-ci incluent
notamment 1’amplification récurrente du chromosome canin 13 [4], qui présente une relation
d’homologie partielle avec le chromosome humain 8q fréquemment amplifié chez ’Homme
[184]. D’une fagon similaire, 1’identification de variations du nombre de transcrits moyen le
long d’une région chromosomique permet d’identifier indirectement des ANC et donc des
altérations chromosomiques, confirmant ainsi les résultats mentionnés précédemment [4].

Le séquengage ARN peut également étre appliqué a I’approche comparée des ANC chez
I’Homme et le Chien, de fagon a faciliter la différenciation des génes « pilotes » et « passagers »
impliqués dans ces altérations chromosomiques [196]. Au sein d’une région chromosomique
amplifiée par exemple, les génes « pilotes » correspondent aux génes dont I’amplification a un
effet pro-tumoral, et qui font donc 1’objet d’une sélection positive a 1’échelle de la tumeur. Au
contraire, les genes « passagers » n’ont pas d’effet pro-tumoral. L’intérét de 1’approche
comparée des especes dans la différenciation entre ces deux types de génes réside dans les
différences d’organisation des chromosomes, malgré une homologie importante des génes et
régions chromosomiques. En effet, du fait de réarrangements génomiques postérieurs a la
divergence d’espéces, une portion génomique continue chez I’Homme peut avoir son
homologue canin fractionné en plusieurs portions, ou inversement. En faisant I’hypothése que
les mécanismes pathologiques soient similaires entre les deux espéces, on s’attend alors a ce
que les génes « pilotes » soient inclus dans des régions amplifiées de maniere récurrente a la
fois chez ’'Homme et le Chien. La comparaison des altérations chromosomiques permet ainsi
d’obtenir une liste de genes pilotes candidats réduite, a étudier en priorité.

Liu et al. ont appliqué cette approche a leur cohorte canine et au chromosome humain 8q,
amplifi¢ de maniére récurrente dans les HNSCC chez I’Homme [184]. Sur les deux portions
correspondant au chromosome humain 8¢, seule une portion, portée par le chromosome canin
13, était ainsi amplifiée de maniére récurrente [4]. Cela suggere que le(s) gene(s) pilote(s)
impliqué(s) dans I’amplification du chromosome humain 8q fait ou font partie des homologues
des génes amplifiés portés par la région correspondante du chromosome canin 13.

| Pour conclure, I’é¢tude des altérations chromosomiques au sein des OSCC chez I’Homme et :
: le Chien, suggere une similarité des mecanismes impliqués dans la carcinogenese, ainsi que |
| lapossibilité d’accélérer I’étude de ces altérations par une approche comparée. L’analyse de |
| plus d’échantillons canins est cependant nécessaire afin de confirmer ces résultats et étudier :
: les altérations chromosomiques de fréquence inférieure. |

A.2.2. Mutations ponctuelles

Il est important de rappeler que le séquengage ARN sur échantillon FFPE n’est pas la technique
privilégiée pour étudier les mutations de séquence de I’ADN. En effet, en plus des artefacts
inhérents a tout protocole de séquencage, le processus de fixation est susceptible d’introduire
des artefacts de séquence supplémentaires [197]. Il peut étre particulierement complexe de
distinguer ces artefacts de vraies mutations somatiques, en particulier en cas d’hétérogénéité
intra-tumorale. Pour cette raison, il est conseillé plus vivement qu’a 1’habitude que les
mutations de séquence mises en évidence dans ce contexte soient validées par d’autres
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approches et/ou par I’étude d’autres tumeurs. Afin d’augmenter la fiabilité de leur analyse, Liu
et al ont par ailleurs limité I’étude des mutations ponctuelles aux régions du génome avec une
profondeur de séquengage comprise entre 30 et 300X (c’est-a-dire que chaque paire de base de
ces régions a été séquencee entre 30 et 300 fois) [4].

Liu et al. ont identifié dans leur cohorte des mutations ponctuelles de TP53 et FATL,
également fréquemment mutés au sein des HNSCC chez ’Homme [184,185]. Liu et al.
rapportent également des mutations ponctuelles de genes qui, bien que ne faisant pas partie des
genes fréquemment mutés au sein des HNSCC chez ’Homme, sont également rapportés
comme mutés ou altérés dans différents cancers dont des carcinomes des voies aéro-digestives
supérieures. Les genes rapportés comprennent les génes FAT2 [198,199], UBR5 [199,200],
TNC [199,201,202] et RELN [199,203].

Tableau X : Génes retrouvés mutés a la fois dans les HNSCC canins et humains d’aprés
les données de séquencage ARN de Liu et al. [4]

Génes faisant ’objet de mutations de séquences
dans des OSCC canins de Liu et al. [4]

Geénes fréquemment mutés au sein des TP53 ; FAT1
HNSCC chez ’Homme
Genes occasionnellement mutés au sein des FAT2 ; UBR5; TNC ; RELN
HNSCC chez ’'Homme

HNSCC = carcinome épidermoide téte et cou ; OSCC = carcinome épidermoide de la cavité orale.

|r L’étude des mutations ponctuelles dans la cohorte de Liu et al. a donc mis en évidence des :
: mutations au sein de génes également fréqguemment mutés au sein des HNSCC chez |
| ’'Homme. Certains résultats sont cependant plus étonnants par comparaison avec I’Homme. |
| Globalement, ces résultats restent fragiles au vu de la technologie employée et du faible :
: effectif de 1’étude, et nécessitent d’étre confirmés. |

B. Le séquencage ARN ‘single-cell’ chez I’Homme permet un
meilleur acces a I’hétérogénéité intra-tumorale des HNSCC

Comme on a pu le voir, le séquencage ARN ‘bulk’ a permis d’obtenir de précieuses
informations sur les carcinomes épidermoides de la cavité orale chez I’Homme et le Chien.
Cette approche, appliquée a des échantillons contenant plusieurs milliers voire millions de
cellules, présente cependant I’inconvénient de moyenner les profils d’expression de I’ensemble
de ces cellules. Cela limite par conséquent les possibilités d’identifier des populations
cellulaires rares, ainsi que la diversité des cellules en général.

Au contraire, I’émergence récente des techniques de séquengage ARN « cellule unique » ou
‘single-cell” (SCRNAseq) a permis un meilleur accés a I’hétérogénéité transcriptomique intra-
tumorale. Plusieurs jeux de données de scRNAseq ont ainsi été publiés au cours des dernieres
années, incluant différents types de cancers chez ’'Homme comme le mélanome [204], et le
gliome [205]. En comparaison des cancers cités précédemment, les carcinomes épidermoides
téte et cou (HNSCC) ont jusque-la été 1’objet de relativement peu d’études utilisant cette
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technologie, avec trois jeux de données publiés entre 2017 et Juin 2021. Ces derniers
comprennent I’analyse de 1’ensemble des cellules intra-tumorales dans des carcinomes
épidermoides de la cavité orale [12,16,206-209] et laryngés [13], ainsi que I’analyse des
cellules immunitaires associees aux tumeurs HPV+ ou HPV- [14] (tab XI).

Nous allons ici synthétiser les résultats des études analysant des HNSCC par sScRNAseq, en
les mettant en perspective avec les données issues d’approches plus classiques comme
I’immunohistochimie (IHC) ou le séquencage ARN ‘bulk’.

Tableau XI : Articles originaux analysant des données de séquencage ARN ‘single-cell’ de
carcinomes épidermoides téte et cou chez ’Homme

.. Date de Caractéristiques du jeu de données
Publications - - p TP
publication Patients Cellules analysées  Objectif spécifique
Puram et al. 2017 18 patients avec 5902 cellules /
[12] des OSCC HPV- (CD45+ et -)
Yu et al. [206] 2019 @ 5 712 cellules Cellules immunitaires
Davis-Marcisak o Variabilité
et al. [207] 2019 5902 cellules d’expression
Zhang et al. 2019 - 5 902 cellules Envahissement péri-
[208] neural
Xiao et al. [16] 2020 @ 5502 cellules Génes métaboliques
Xiang et al. i .
[200] 2020 5902 cellules Complexe Mediator
26 patients avec 131 224 cellules
Cilloetal. [14] 2020 des HNSCC, 11  (CD45+ des tumeurs, /
individus sains tonsilles, et du sang)
2 patients avec 14 411 cellules
Songetal. [13] 2020 4.0 ScCHPY-  (CD45+and-) /

HNSCC = carcinome épidermoide téte et cou; LSCC = carcinome épidermoide laryngé ;
OSCC = carcinome épidermoide de la cavité orale.

B.1. Hétérogénéité des cellules malignes

Dans deux jeux de données sur les trois disponibles, ’intégralité des tumeurs, incluant cellules
malignes et non malignes, a été analysee [12,13]. Les études portant sur ces jeux de données
ont notamment mis en évidence que 1’hétérogénéité inter-tumorale était plus importante que
I’hétérogénéité intra-tumorale des cellules malignes [12,16,206]. Cela se traduit par un
regroupement des cellules malignes par tumeur d’origine au cours de 1’application de méthodes
de réduction de dimensionnalite (fig 4A). De maniére intéressante, des resultats similaires sont
obtenus méme en restreignant le nombre de genes étudiés, comme avec le groupe de genes
métaboliques analysé par Xiao et al. [16]. Cette observation est cohérente avec les études
réalisées sur d’autres types de cancer [204,210,211]. De plus, des résultats similaires ont pu étre
obtenus ex vivo avec des lignées cellulaires de carcinomes épidermoides [212]. Par conséquent,
ces résultats suggerent qu’il est préférable que les études s’intéressant aux cellules malignes
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portent sur plus de quelques tumeurs ou lignées cellulaires afin de fournir des résultats plus
solides et susceptibles d’étre généralisables.

A Cellules malignes B cellules non malignes

Patients

MEEI6
MEEN7
MEEI8
MEEI20
MEEI22
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Figure 4 : Hétérogénéité des profils d’expression des cellules malignes et non malignes au
sein de carcinomes épidermoides oraux chez I’Homme. (A) ‘Uniform Manifold Approximation
and Projection” (UMAP) réalisée apreés Analyse en Composantes Principales (ACP) de la matrice
d’expression des cellules malignes issues de 10 carcinomes épidermoides de la cavité orale (OSCC). La
UMAP permet la visualisation de cluster patient-spécifiques de cellules malignes. (B) UMAP réalisée
aprés ACP de la matrice d’expression des cellules non malignes issues de 10 OSCC. Au contraire de la
figure A, on n’observe pas de cluster patient-specifique. Une analyse des génes exprimés par les
différents clusters permet de plus de les attribuer a des types cellulaires distincts (données non montrées
ici). Les données d’expression utilisées pour construire cette figure sont issues de la transformation des
données brutes de Puram et al. par Xiao et al. [16].

B.1.1. Différentes sous-populations de cellules malignes

Bien que I’hétérogénéité inter-tumorale des cellules malignes soit importante, des profils
communs d’hétérogénéité intra-tumorale peuvent tout de méme étre observés entre tumeurs de
différents patients.

Il devrait tout d’abord étre noté que les approches utilisées pour identifier des sous-
populations de cellules malignes différaient entre les auteurs des deux jeux de données. Puram
et al. ont identifié sept programmes d’expression génétique (ou signatures) préférentiellement
exprimés par des sous-populations de cellules malignes dans plusieurs tumeurs [12]. Song et
al. ont de leur cote identifié cing populations de cellules malignes sur la base du transcriptome
complet [13]. Une conséquence importante est que les sous-populations de Song et al. sont
mutuellement exclusives, ce qui n’est pas nécessairement le cas pour les signatures de
Puram et al.

Parmi les signatures identifiées par Puram et al., la signature « cycle cellulaire » présentait
quelques similarités (comme une expression élevée de TK1 et HMGB2) avec le profil
d’expression de la population de « cellules tumorales prolifératives » identifiée par Song et al.
[12,13]. Une analyse immunohistochimique (IHC) complémentaire dirigée contre le marqueur
Ki-67 a permis de montrer que les cellules tumorales prolifératives étaient localisées sur les
bords des tumeurs [13]. De plus, cette population exprimait specifiquement des génes dont le
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niveau d’expression dans les HNSCC du The Cancer Genome Atlas (TCGA) était positivement
corrélé au grade des tumeurs, et tendait a corréler avec un mauvais pronostic [13]. Le niveau
d’expression de ces génes pouvant indiquer I’importance relative de cette population cellulaire
dans les tumeurs, cela est ainsi en faveur de I’impact clinique défavorable de cette population.

De méme, la signature « différenciation épithéliale » de Puram et al., présentait quelques
similarités (comme une expression elevée de SPRR1B et S100A9) avec le profil d’expression
de la population de cellules malignes « kératinocyte-like » identifiée par Song et al. Dans les
deux études, une analyse IHC complémentaire — dirigée contre des marqueurs de différenciation
des kératinocytes (SPRR1B ou SPRR3) —a montré que les cellules identifiées étaient localisées
au centre de la tumeur [12,13]. La signature « différenciation épithéliale » était négativement
corrélée a la présence de métastases dans les données du TCGA [12]. Il y avait de plus une
corrélation positive entre I’expression de certains génes hautement exprimés dans la population
de cellules « kératinocyte-like » et une diminution du grade, ainsi qu’un meilleur pronostic [13].

Une autre signature importante identifiée dans le jeu de données de Puram et al. comprenait
des génes en lien avec la matrice extra-cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) (comme VIM, MMP10, ITGADS, et TGBI). Cependant, cette signature était également
caractérisée par le maintien de 1I’expression de la plupart des marqueurs épithéliaux, et I’absence
de certaines caractéristiques typiques de la TEM comme I’expression de certains facteurs de
transcription (dont ZEB1/2, TWIST1/2 et SNAIL). Cette observation a conduit les auteurs a
faire I’hypothése d’une transition épithélio-mésenchymateuse partielle (TEM-p). En étudiant
plusieurs lignées cellulaires de carcinome épidermoide (lignées SCC9, Cal-27, SCC4, SCC25
et JHU-006), un tel programme « TEM-p » n’a pu étre retrouvé que dans une partie des cellules
de la lignée SCC9. Dans les cellules SCC9, I’expression du programme TEM-p corrélait avec
une augmentation des capacités d’invasion et une diminution du taux de prolifération. Cette
observation était cohérente avec le jeu de données cellules uniques, dans lequel I’expression du
programme TEM-p corrélait avec une diminution de 1’expression des genes du cycle cellulaire.
Une analyse IHC complémentaire réalisée sur les principaux marqueurs du programme TEM-
p a montré que les cellules marquées étaient localisées sur les bords des tumeurs, adjacents aux
fibroblastes associés au cancer (CAF, ‘cancer-associated fibroblasts”). De plus, une analyse des
relations ligand-récepteur, ainsi que des manipulations in vitro, suggéraient que les CAF
pourraient participer a 1’induction du programme TEM-p in vivo, via plusieurs mécanismes
dont la sécrétion de TGFp [12]. Dans les données du TCGA, I’expression du programme TEM-
p était plus importante dans les tumeurs du sous-type ‘malignant-basal’, et était associée aux
phénomeénes d’envahissement local et de métastase, ainsi qu’a un grade plus élevé [12,208].

Les autres signatures identifiées par Puram et al. étaient en lien avec la réponse aux stress et
la réponse a I’hypoxie [12]. Les autres populations de cellules malignes identifiées par Song et
al. ont ete qualifiees de « type immortel », « type métastatique » et « type immunitaire » sur la
base des genes différentiellement exprimés [13]. Leur pertinence clinique et physio-
pathologique n’est pas claire pour le moment. En effet, I’expression des génes marqueurs de
ces populations ne présentait pas de corrélation avec le pronostic dans les données du TCGA
[13]. De plus, la population maligne de « type immunitaire » était non seulement une population
de trés faible importance relative (environ 1 % des cellules malignes) mais exprimait également
de maniere déconcertante des genes typiquement associés aux cellules immunitaires (comme
les génes IL32 et CD2). Finalement, Song et al. semblent avoir utilisé des critéres d’inclusion
moins stricts sur la qualité des cellules (données non montrees). Une confirmation dans des jeux
de données indépendants est donc nécessaire.
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| En résumé, les jeux de données cellules uniques ont permis I’identification de différentes :
| sous-populations de cellules malignes. Certaines signatures identifiées étaient des |
: programmes génériques retrouvés dans de nombreux types de cancer, comme ceux en lien |
| avec la prolifération/le cycle cellulaire, la réponse a I’hypoxie, et la réponse aux stress. :
| D’autres signatures étaient plus spécifiques des HNSCC, comme ceux en lien avec la |
: différenciation épithéliale et la TEM. I

B.1.2. Métabolisme des cellules malignes

La déregulation du métabolisme cellulaire a été bien établi comme une des caractéristiques
principales du cancer [181], avec des implications pour la physiologie du cancer, le pronostic,
et le traitement. La pertinence du séquengage ARN dans 1’étude des caractéristiques
métaboliques du cancer a de plus été démontrée [213].

Xiao et al. ont réanalysé le jeu de données de Puram en se focalisant sur une sélection de
1566 genes métaboliques. En comparant toutes les cellules tumorales entre elles (a la fois
malignes et non malignes), les cellules malignes présentaient le plus grand nombre de voies
métaboliques positivement régulés. Cet accroissement concernait des aspects tres divers du
métabolisme énergétique, en faveur d’une régulation positive globale du métabolisme des
cellules malignes [16]. Une telle association entre la régulation positive d’aspects distincts du
métabolisme avait déja pu étre observée dans les données du TCGA, et pourrait étre le reflet
d’interactions entre voies métaboliques [213]. De maniere intéressante, seule une fraction de
ces voies métaboliques positivement régulées dans le jeu de données cellule unique pouvait étre
identifiée en comparant les profils d’expression ‘bulk’ de tumeurs et tissu adjacent sain issus
du TCGA [16]. Cela soutient 1’idée que I’analyse ‘bulk’ minimise les différences entre tissu
tumoral et tissu sain, en masquant 1’importante complexité et hétérogénéité des échantillons.
Cependant, certaines différences observées pourraient également étre dues au fait de comparer
différents types cellulaires. En effet, Xiao et al. ont comparé les profils métaboliques de cellules
malignes aux profils de cellules non malignes — soit essentiellement des fibroblastes et cellules
immunitaires. Une approche complémentaire pourrait étre de comparer le profil cellule unique
des cellules malignes au profil cellule unique de cellules épithéliales normales, ou bien au profil
bulk d’un épithélium normal apres enrichissement en cellules épithéliales par microdissection
[5,214].

Bien que globalement positivement régulé, le métabolisme des cellules malignes était
également caractérisé par une importante variabilité inter- et intra-tumorale. Les variations dans
les voies métaboliques mitochondriales (comme celles de la phosphorylation oxydative et du
cycle de I’acide tricarboxylique) contribuaient le plus a 1’hétérogénéité metabolique intra-
tumorale. Les profils d’expression des cellules malignes présentaient également une corrélation
entre 1’expression des voies de la glycolyse, de la phosphorylation oxydative, et de la réponse
a I’hypoxie [16]. L’association entre glycolyse et réponse a I’hypoxie était attendue sur la base
d’études précedentes [215]. En particulier, la pertinence clinique de la voie de la glycolyse en
oncologie est de plus en plus claire. Ainsi, il a été observé dans les données du TCGA que la
régulation positive du métabolisme des carbohydrates était significativement associée avec un
mauvais pronostic clinique chez les patients souffrant de HNSCC, de méme que dans d’autres
types de cancer [213]. De plus, le métabolisme des carbohydrates pourrait étre une cible
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thérapeutique comme le suggerent les effets de I’inhibition de SNAI1 et RUNX1 (également
identifiés comme des régulateurs majeurs dans les HNSCC) dans des lignées cellulaires de
sarcome et d’adénocarcinome pulmonaire [213]. La corrélation entre réponse a I’hypoxie et la
voie de la phosphorylation oxydative était plus surprenante [215], et n’a pas été retrouvée dans
des lignées de culture cellulaire [16], nécessitant donc confirmation.

En résumé, les données ‘single-cell’ ont confirmé la régulation positive globale du
métabolisme des cellules malignes, qui était vraisemblablement sous-estimée par les
données de séquengage ARN ‘bulk’. L’identification de nouvelles voies métaboliques
dérégulées, non détectées par comparaison d’échantillons ‘bulk’, pourrait se révéler
pertinente a la fois pour I’évaluation du pronostic et pour le traitement des carcinomes
épidermoides téte et cou.

B.1.3. Différences entre tumeurs primaires et métastases

Puram et al. ont comparé les tumeurs primaires et métastases ganglionnaires associées de 5
patients de leur cohorte. Concernant les cellules malignes, celles-ci montraient peu de
différences récurrentes et significatives dans leurs profils d’expression entre tumeurs primaires
et métastases, y compris dans 1’expression du programme TEM-p [12]. Davis-Marcisak et al.
ont appliqué le programme ‘Expression Variation Analysis’ (EVA) au méme jeu de donnees,
et ont identifi¢ une plus faible variabilité dans les profils d’expression des cellules métastatiques
par rapport aux cellules malignes de la tumeur primaire chez deux patients, tandis qu’il n’y
avait pas de différence significative chez les autres patients [207]. Ces observations, montrant
une forte similarité entre les profils d’expression des cellules malignes de la tumeur primaire et
des métastases, viennent renforcer des observations similaires faites a partir d’analyses ‘bulk’

[216].

Cette notion est assez surprenante lorsque I’on considere le modéle de dissémination
tumorale par migration d’une cellule néoplasique unique (modéle de ‘single-cell
dissemination’). En effet, dans le cadre de ce modéle on s’attendrait a ce que les cellules
métastatiques soient représentatives d’une petite sous-population de cellules de la tumeur
primaire, ayant acquis les caractéristiques nécessaires a la migration. D’apres ce postulat, les
cellules metastatiques devraient alors exprimer de maniére plus importante des facteurs
favorisant la migration (comme le programme de TEM) et présenter une hétérogénéité moindre
de maniere générale. Comme on I’a vu dans la cohorte étudiée, ceci n’est cependant pas le cas
général.

Cette observation est cependant compatible avec d’autres modéles et/ou phénoménes,
comme la plasticité des cellules métastatiques, qui leur permettrait de « récapituler » la diversité
des profils d’expression au sein des tumeurs primaires apres un certain temps. Dans le cas du
programme TEM-p, cette idée est soutenue par des études in vitro sur la lignée de cellules
SCC9[12]. Une explication alternative ou additionnelle pourrait venir du modéle de
dissémination tumorale par migration collective (fig 5). Dans ce mod¢le, il ne s’agit plus d’une
cellule mais d’un groupe de cellules, potentiellement hétérogene, qui se détache de la tumeur
primaire et migre. Bien que n’ayant pas encore été appliquées a la thématique des HNSCC, des
études cellule-unique sur des cellules tumorales circulantes (CTCs) ont ainsi déja pu mettre en
avant des arguments en faveur de I’importance du mécanisme de migration collective dans la

48



dissémination tumorale [217-219]. Pour clarifier le processus métastatique associé aux
HNSCC, il sera important de réaliser de telles études chez les patients touchés par ce cancer.

Tumeur primaire (
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Figure 5: Modeles alternatifs ou complémentaires de dissémination tumorale, a la
lumiere de la grande similarité entre HNSCC primaire et métastase ganglionnaire
correspondante. Les différences de couleur illustrent des différences de profil d’expression génétique.

’ .« .
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B.2. Populations intra-tumorales de cellules non malignes

Comparées aux cellules malignes, les cellules tumorales non malignes présentent bien plus de
similarités inter-tumorales [12,14,16,206]. Ceci peut étre illustré par le regroupement des
cellules par type cellulaire au cours de D’application de méthodes de réduction de
dimensionnalité (fig 4). Cela suggére que les études et stratégies thérapeutiques ciblant ces
populations non malignes pourraient étre plus facilement généralisables que celles ciblant les
cellules malignes.

B.2.1. Fibroblastes

Dans le jeu de données de Puram, les fibroblastes pouvaient étre répartis en deux sous-
populations principales, correspondant respectivement a des myofibroblastes et des fibroblastes
associes au cancer (CAF). Une troisieme sous-population mineure pourrait correspondre a des
fibroblastes quiescents/au repos [12]. Comme déja mentionné, une analyse IHC
complémentaire a permis de montrer que les CAF étaient localisés au niveau des marges de la
tumeur, a proximité des cellules malignes exprimant le programme TEM-p. De plus, une
analyse des interactions inter-cellulaires potentielles était en faveur d’interactions
particulierement fréquentes entre CAF et cellules malignes, dont certaines susceptibles de
promouvoir le programme de TEM-p (comme la sécrétion de TGFp et FGF) [12].

En comparant les profils d’expression métaboliques des CAF et myofibroblastes, Xiao et al.
ont rapporté une régulation positive relative de 15 voies métaboliques chez les CAF (dont les
voies de la glycolyse, et du meétabolisme des acides arachidonique et linoléique), tandis que
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seule la voie du métabolisme du phosphate inositol était comparativement positivement régulée
chez les myofibroblastes [16]. Cette observation était en faveur d’une activité métabolique plus
intense des CAF par rapport aux myofibroblastes, et était cohérente avec une reprogrammation
métabolique des CAF [220-222]. Une telle reprogrammation stimule vraisemblablement la
croissance tumorale et inhibe la réponse immunitaire antitumorale. Par exemple, une activité
de glycolyse intense peut conduire & une déplétion du glucose et au relargage de lactate dans le
micro-environnement, conduisant a la « nutrition » des cellules tumorales [223], la stimulation
de la néo-angiogenese [224,225], et une immuno-modulation pro-tumorale [226,227].

Ces données soutiennent I’idée que les CAF sont une population importante et active au sein
des HNSCC, dont les sécrétions et 1’activité métabolique pourraient contribuer a la
croissance et a I’envahissement tumoral. Cependant, les interactions entre les CAF et les
cellules malignes sont fortement dépendantes du contexte tissulaire [218], et des études plus
approfondies sont donc nécessaires pour évaluer le réle des CAF spécifiquement dans les
HNSCC.

B.2.2. Cellules immunitaires

Les études de RNAseq ‘single-cell’ des HNSCC ont permis d’identifier différentes populations
de leucocytes intra-tumoraux (LIT). Ces populations incluent les lymphocytes T, les
lymphocytes B, et les macrophages associés aux tumeurs (MAT) [12-14,206], ainsi que les
cellules dendritiques [12,14,206] et les mastocytes [12,206], certaines pouvant par ailleurs étre
subdivisées en sous-populations. En particulier, Cillo et al. ont focalisé leur étude sur les
cellules CD45+ (marqueur des leucocytes), ce qui leur a permis d’analyser un grand nombre de
cellules immunitaires. Grace a cela, une analyse par ‘clustering’, couplée a I’identification des
genes distinguant les différents clusters dans leur jeu de données, a permis I’identification
d’états cellulaires particuliers au sein méme des sous-populations immunitaires [14].

1) Population lymphoide T

De maniere récurrente, les cellules T étaient I'une des principales populations de LIT, avec 4
sous-populations identifiées : les CD4+ T régulateurs (Tregs) ; les CD4+ conventionnels
(Tconv) ; les CD8+ « épuises » ; et les autres lymphocytes CD8+ [12-14,206] (fig 6).

Parmi les CD8+, les CD8+ “épuisés” ont été identifiés sur la base de I’expression de
récepteurs co-inhibiteurs et d’autres molécules associées a 1’épuisement (comme PD1, CTLA4,
TIM3, and LAG3) et correspondaient a des lymphocytes T CD8+ maximalement différenciés
[14]. Leur proportion parmi les CD8+ — et plus généralement parmi les lymphocytes — variait
significativement entre patients [12,206]. Cela est particulierement pertinent comme cela
pourrait prédire la réponse aux inhibiteurs des points de contr6les immunitaires (IC1). De plus,
les CD8+ « épuisés » exprimaient de hauts niveaux de CXCL13 en comparaison des autres
lymphocytes T [12,14], d’ou un réle potentiel dans le recrutement des lymphocytes B. Point
intéressant, Cillo et al. ont identifié deux clusters distincts de CD8+ « épuisés » dans leur jeu
de données : le premier présentait une régulation positive de la costimulation, tandis que le
second présentait une régulation positive des voies de signalisation de 1’hypoxie et de I'IFN
[14]. Ce second cluster pourrait constituer une sous-population encore plus dysfonctionnelle de
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CDS8+. En effet, tandis que la stimulation des voies de réponse a I’hypoxie en tant que telle
semble stimuler la fonction cytotoxique [228,229], différentes caractéristiques du micro-
environnement tumoral hypoxique comme une haute concentration en lactates et I’hypoxie elle-
méme, ont été reliées a une fonction effectrice T altérée [227,230] ainsi qu’a une augmentation
de I’expression de PD-L1 par les cellules malignes, MAT, et les cellules myeéloides suppressives
(CMS) [231].

Précision dans la
définition du
phénotype

1 phosphorylation \
oxydative et
glycolyse Exhausted
b CD8+
A
Différenciation " \

1 réponse IFN 1 signalisation TNF Phénotype TFH 1 co-stimulation 1 signalisation IFN

Plus frequent dans et associée a
les tumeurs HPV+ I’hypoxie

Figure 6: Populations et sous-populations de cellules T au sein de carcinomes
épidermoides téte et cou d’apres les données de séquencage ARN ‘single-cell’ [12-14]. Les
trois jeux de données ont confirmé la présence de Treg, T helpers, CD8+ « épuisés », et d’autres CD8+.
L’analyse détaillée du jeu de données de Cillo a permis I’identification d’états cellulaires
supplémentaires. IFN = Interféron ; TFH = lymphocyte T Folliculaire Helper ; TH = Lymphocyte T
helper ; TNF = Tumor Necrosis Factor ; Treg = lymphocyte T CD4+ régulateur.

Différentes sous-populations de Tregs ont également été rapportées par Cillo et al. et
semblaient corréeler avec le statut de différenciation. En effet, les sous-populations de Tregs
avec une régulation positive des génes de réponse a I’IFNa (comme IFITML1 et IFIT1)
correspondaient également a des Tregs activés depuis peu, tandis que les sous-populations avec
une régulation positive des genes de la voie de signalisation du TNF (comme TNFRSF18 et
TNFRSF9) correspondaient a des Tregs bien différenciés [14]. Ceci suggere que les voies de
I’IFN et du TNF pourraient toutes deux étre des cibles thérapeutiques potentielles pour
augmenter la réponse immunitaire antitumorale.

2) Cellules myéloides

De nombreuses sous-populations de cellules myéloides ont également été identifiées dans les
différents jeux de données [13,14]. En particulier, certaines de ces populations pourraient
exercer une action pro-tumorale et/ou immunosuppressive, comme les cellules dendritiques
IDO1+ et les macrophages de sous-type M2 [14], qui était également le sous-type de
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macrophage le plus fréquent dans le jeu de données de Song [13]. Au-dela de la dichotomie
M1/M2, Cillo et al. ont également identifié de nombreux clusters de MAT et cellules
dendritiques. Une analyse complémentaire des trajectoires de différenciation a permis de mettre
en valeur un continuum avec des transitions progressives entre ces différents clusters [14]. Ces
observations refletent vraisemblablement la complexité et plasticité des cellules immunitaires
myéloides. De plus, bien que les CMS aient été décrites comme une importante population au
sein des HNSCC [232], Cillo et al. n’ont pas identifi¢ de cellule avec un phénotype
correspondant dans leur jeu de données [14], tandis que les CMS n’étaient pas un point d’intérét
des autres études et n’ont pas été mentionnées [12,13,206]. Des recherches supplémentaires
sont donc nécessaires quant au role des CMS dans les HNSCC.

: En résumé, les techniques de RNAseq ‘single-cell’ ont permis de préciser notre
| compréhension des états des cellules immunitaires au sein des HNSCC, en permettant
: I’identification de nouvelles sous-populations. Une partie de ces sous-populations pourrait
| inhiber la réponse immunitaire antitumorale, et constituent donc des cibles thérapeutiques
I

potentielles.
e e e i

B.2.3. Métabolisme des cellules immunitaires

Comme déja introduit en présentant les données sur les fibroblastes, le micro-environnement
tumoral présente souvent des caractéristiques métaboliques susceptibles de mener a une
immuno-modulation pro-tumorale [226,227], ce qui a conduit a un intérét grandissant pour
I’étude du métabolisme des leucocytes intra-tumoraux (LIT).

Dans le jeu de données de Puram, la variabilité dans les voies reliées au métabolisme
mitochondrial (comme les voies de la phosphorylation oxydative et du cycle de I’acide
tricarboxylique) était la principale contributrice a I’hétérogénéité métabolique au sein de chaque
type cellulaire immunitaire. Dans I’ensemble des LIT a I’exception des macrophages, il y avait
de plus une corrélation significative entre I’activité de la glycolyse, de la signature de I’hypoxie,
et de la voie de la phosphorylation oxydative [16]. Tout comme pour les cellules malignes, cette
corrélation entre voie de la phosphorylation oxydative et signature de 1’hypoxie était inattendue
[215].

En comparant les CD4+ Tregs et les T helpers, Xiao et al. rapportent de plus que les voies
de la phosphorylation oxydative et de la glycolyse étaient comparativement sur-exprimées chez
les Tregs [16]. Cette observation n’est que partiellement cohérente avec la notion fréeqguemment
rencontrée que les Tregs reposent principalement sur la phosphorylation oxydative et peu sur
la glycolyse, et qui est une des explications proposées au fait que le MET favorise les Tregs par
rapport aux autres lymphocytes T [227,233,234]. Cependant, I’activité métabolique des
populations de lymphocytes T est susceptible de changer drastiquement selon leur localisation,
statut d’activation, et statut de différenciation [227,235]. Une analyse plus détaillée est donc
nécessaire pour déterminer les caracteristiques précises des cellules immunitaires étudiées ici.

Les données de séquengcage ARN cellule-unique ont donc fourni des résultats étonnants
guant au métabolisme des LIT. Ces observations pourraient se révéler pertinentes pour mieux
comprendre les phénomenes d’échappement tumoral, mais doivent d’abord étre confirmeées et
détaillées.
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B.2.4. Différences entres tumeurs HPV+ et HPV- concernant les populations
immunitaires

En comparant les Leucocytes Intra-Tumoraux (LIT) des tumeurs HPV+ et HPV-, Cillo et al.
rapportent que les populations de CD4+ conventionnels (Tconv), cellules B, et cellules
my¢éloides different le plus dans leurs profils d’expression [14].

Les Tconv issus de tumeurs HPV+ étaient enrichis en cellules avec un phénotype de T
Folliculaire Helper (TFH), tandis que les cellules B des tumeurs HPV+ étaient enrichies en
cellules avec un phénotype de lymphocyte B du Centre Germinatif (CG). L’analyse des
interactions inter-cellulaires basée sur 1’expression de couples ligands-récepteurs était
cohérente avec cette observation, avec les seuls TIL des tumeurs HPV+ montrant des
interactions potentielles entre TFH et lymphocyte B du CG. De plus, une analyse
immunohistochimique suggérait que certaines de ces interactions pourraient mener a la
formation de structures lymphoides tertiaires (SLT) [14].

Concernant les cellules myéloides, les tumeurs HPV- étaient enrichies en cellules présentant
un phénotype immuno-suppresseur : cellules dendritiques IDO1+, et macrophages du sous-type
M2 [14]. Cette observation confirme une étude rapportant, sur la base d’une analyse IHC, que
la proportion de macrophages M2 parmi tous les macrophages était significativement
supérieure dans les tumeurs HPV- par rapport aux tumeurs HPV+ [236].

| En résumé, le jeu de données de Cillo a mis en évidence des différences qualitatives dans |

'infiltrat immunitaire entre tumeurs HPV- et HPV+. Les caractéristiques immunitaires des |

| tumeurs HPV+, incluant une forte signature TFH, la présence de SLT, et une moindre proportion de |

| macrophages M2, sont corrélées a un meilleur pronostic clinique chez les patients atteints de |

| HNSCC [192,220,221]. Certaines ou toutes ces caractéristiques pourraient correspondre a une |
| réponse immunitaire anti-tumorale plus efficace, et expliquer — partiellement — le meilleur

ronostic des patients avec des tumeurs HPV+ [222,223]. |

LF -

Une limite importante du jeu de données de Cillo est I’absence d’évaluation de I’importance
de l’infiltrat immunitaire. Par conséquent, certaines populations pourraient ne pas différer
qualitativement entre tumeurs HPV- et HPV+, mais tout de méme différer quantitativement. En
effet, de précédentes études ont montré que les tumeurs HPV+ présentent un plus haut niveau
d’infiltration par les lymphocytes T CD8+, CD4+, Tregs, et trés probablement par les
macrophages CD68+ [237].
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V. Prise en charge thérapeutigue

Nous présentons ici de fagcon non exhaustive les principales modalités thérapeutiques
actuellement impliquées dans la prise en charge thérapeutique des OSCC chez I’Homme et le
Chien, avec un accent sur les données chez le Chien. L’intérét de la surveillance carcinologique
sera également abordé en fin de partie.

A. Prise en charge chirurgicale

Que ce soit chez ’Homme ou chez le Chien, la chirurgie constitue la modalité thérapeutique de
premiére ligne dans une majorité des cas d’OSCC. La prise en charge chirurgicale peut
concerner les trois sites que sont la tumeur primaire, les trajets et nceuds lymphatiques (NLSs)
loco-régionaux, ainsi que les métastases a distance.

Plusieurs stratégies chirurgicales peuvent étre envisagées pour chacun de ces sites [238] :

e Exérése intra-lésionnelle ou intra-capsulaire : I’incision se fait au sein du tissu
néoplasique, ce qui implique 1’absence de marges saines. Dans le cas des OSCC, cela
n’est indiqué que si une exérese plus large est impossible (localisation complexe, choix
du patient ou propriétaire ...). En présence de métastases a distance notamment, une
exérese large de la tumeur primaire n’est dans tous les cas pas curative, tandis qu’une
exérese intra-1ésionnelle (ou marginale) peut suffire a apporter un soulagement local par
réduction du volume tumoral.

e Exérése marginale : I’incision se fait dans le stroma réactionnel adjacent a la tumeur,
ce qui augmente fortement le risque de marges non saines. Bien que cette option puisse
permettre un controle local avec certaines tumeurs bénignes, cela n’est pas recommandé
pour les OSCC. Pour ces derniers les indications de 1’exérése marginale sont les mémes
que celles de I’exérése intra-1ésionnelle.

e Exérese large : I’incision se fait dans le tissu sain a distance de la tumeur.

e Exérése radicale: exéréese large avec retrait du « compartiment anatomique »
supportant la tumeur : membre thoracique ou pelvien chez le Chien, hémimandibule
totale, etc.

A.l. Résection de la tumeur primaire

Pour les OSCC chez ’Homme la distance macroscopique recommandée est généralement de
plus de 10mm par rapport a la tumeur primaire [239], dans 1’objectif d’obtenir des marges
histopathologiques supérieures a 5mm [240]. Chez le Chien des marges macroscopiques
comprises entre 10 et 20mm sont couramment recommandées [133,238].

Selon la localisation primaire et I’extension locale de ’OSCC, I’exérese large implique
fréquemment le retrait d’un fragment osseux plus ou moins conséquent. Chez le Chien ou les
localisations gingivales sont majoritaires [2,3,30], la résection concerne essentiellement 1’0s
mandibulaire ou maxillaire. Les résections osseuses peuvent étre totales (hémi-
mandibulectomie ou -maxillectomie totale) ou partielles (caudale, centrale, rostrale) [238]. Les
différentes techniques de mandibulectomie et maxillectomie chez le Chien ont été revues plus
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en détail dans une thése d’exercice de 2018 [3]. Selon 1’étendue de la résection, des techniques
de reconstruction peuvent étre nécessaires (lambeaux cutanés, prothéses chez I’Homme ...).

L’exérése large d’une tumeur non métastatique est susceptible d’€tre curative chez I’ Homme
et chez le Chien, le principal risque étant celui d’une récurrence locale. Chez les chiens avec
OSCC mandibulaire sans signe de métastase loco-régionale ou a distance, le pronostic apres
mandibulectomie (partielle ou totale) seule est bon, avec un taux de survie a un an compris entre
84 et 91 % [136,147]. Les récurrences locales sont peu fréquentes (5-8,3 % des cas), mais une
proportion un peu plus élevée de chiens développent des métastases (11-12,5 %) [136,147].
Ceci suggere la présence d’emboles ou métastases non détectés au moment de la prise en charge
initiale chez certains chiens. La présence de meétastases non détectées serait en faveur de la
réalisation d’un bilan d’extension plus poussé chez le Chien (voir « II.C Comportement
métastatique »).

Le pronostic apres maxillectomie seule est souvent rapporté comme inférieur sur la base
d’une publication de Wallace et al, mentionnant un taux de survie a un an de 57 % [241]. Cette
série de cas incluait cependant sept chiens avec un OSCC maxillaire, dont un a été perdu de
vue, deux sont décedés du fait de maladies concomitantes non reliées au cancer et un seul a été
euthanasi¢ du fait d’une récurrence locale. Ces précisions incitent a la prudence quant a
I’interprétation des taux de survie « bruts ». Plus récemment Kiihnel et al. n’ont pas trouvé de
différence significative de survie en comparant 15 OSCC maxillaires et 25 OSCC
mandibulaires traités par résection osseuse et chimiothérapie adjuvante au besoin (médiane de
survie 39 contre 43 mois) [36].

Pour les OSCC linguaux, le pronostic semble plus sombre. Culp et al. ont rapporté une
médiane de survie de 216 jours pour les chiens traités par glossectomie (partielle ou sub-totale),
malgré chimiothérapie ou radiothérapie adjuvante dans certains cas. Bien que le pourcentage
de métastases développées dans un second temps (9,7 % ; trois cas sur 31) était similaire a celui
observé pour les localisations gingivales dans d’autres études [136,147], le pourcentage de
récurrences locales était lui nettement plus élevé (32 % ; 10 cas sur 31), motivant la mise en
place de traitements de 2"* ligne. Cela suggére qu’une difficulté majeure associée aux OSCC
linguaux réside dans I’obtention de marges saines et/ou le contrdle local. Sur ce point il est
intéressant de noter que méme les glossectomies totales ou subtotales chez le Chien sont
associées a une fonctionnalité acceptable et une bonne qualité de vie [242].

Outre les complications non spécifiques associées a [’anesthésie et I’intervention
chirurgicale (saignements, déhiscence de plaie...) [238,243], le retour a une alimentation et
hydratation spontanées suffisantes peut étre retardé en post-opératoire [136,238,243]. C’est
notamment le cas pour les glossectomies majeures, et peut nécessiter la mise en place d’une
sonde de réalimentation. A long terme, la plupart des chiens traités par mandibulectomie
présentent une malocclusion dentaire et une instabilité mandibulaire. La malocclusion peut
occasionnellement se compliquer de Iésions secondaires (ulcérations des muqueuses en regard
des dents) [136,238,243], et favorise le dépdt de tartre [238]. Une salivation excessive peut
persister chez les chiens traités par mandibulectomie ou glossectomie [238].

A.2. Résection des trajets et nceuds lymphatiques loco-régionaux

L’exérése des nceuds lymphatiques (NLs) loco-régionaux peut avoir un réle exploratoire,
préventif ou thérapeutique selon le contexte dans lequel elle est réalisée et le rationnel sous-
jacent.
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L’examen clinique, 1’imagerie, et la cytoponction sont les principaux outils permettant
d’évaluer la présence de métastases loco-régionales en préopératoire [3,244]. Chez le patient
ou le chien avec OSCC et présentant une anomalie évocatrice ou spécifique d’un processus
métastatique loco-régional (i.e. de stade cN+), il est largement recommandé de procéder a une
exérése des nceuds lymphatiques loco-régionaux [244-246]. L’étendue de la dissection
cervicale a réaliser, ainsi que la maniére de traiter les cas ne présentant pas d’anomalie (i.e. de
stade cNO) restent cependant controversées méme chez I’Homme [246]. La dissection cervicale
présente en effet des inconvénients en termes de risque chirurgical, de dommage esthétique et
de morbidité a long terme, et ce d’autant plus qu’elle est étendue. D’un autre c6té, le statut cNO
au moment de la prise en charge initiale n’implique pas 1’absence de développement
métastatique ultérieur.

Chez les patients avec un OSCC de stade cNO, des études comparatives entre les approches
« exérese optionnelle des NLs » (END, Elective Neck Dissection) et « surveillance et exérése
thérapeutique » ont montré un bénéfice de ’END sur la survie et le taux de métastases
ultérieures, y compris dans des stades relativement précoces [247,248]. 1l devrait cependant étre
noté que les patients sont susceptibles d’estimer différemment les avantages respectifs des deux
approches, et que les avancées scientifiques nous permettent d’estimer de plus en plus
précisément le risque de métastases occultes chez un patient donné. Ultimement le choix de la
prise en charge se base donc sur les préférences du patient et 1’estimation du risque de
métastases occultes par le clinicien. L’estimation de ce risque chez le patient avec HNSCC va
au-dela des objectifs de cette thése, mais est discutée plus en détail dans une revue de 2019
[246]. Chez les patients avec un OSCC de stade cN+, I’étendue de la dissection a réaliser est
également source de controverses. Une exérese (relativement) sélective semble une alternative
acceptable par rapport a une exérese plus compléte, a condition de bien sélectionner les
patients [249].

Chez le Chien avec un OSCC de stade cNO, il n’existe pas de recommandation consensuelle
sur la prise en charge cervicale a réaliser [244]. La prise de décision chez le Chien ne présentant
pas d’anomalie a la palpation est compliquée par :

e le bilan d’extension souvent moins pouss¢ qu’en médecine humaine. Les examens
d’imagerie modernes (Imagerie par tomodensitométrie, par résonnance magnétique ...)
de la téte et du cou sont ainsi peu fréquents en prise en charge initiale.

e Le manque d’études permettant d’estimer raisonnablement le risque de métastases
occultes a partir des caractéristiques du patient et de la tumeur primaire.

e Le manque d’études évaluant le bénéfice potentiel de ’END chez le Chien.

En I’absence de recommandations consensuelles en médecine vétérinaire, une publication
de 2020 rapporte les résultats d’'une enquéte réalisée aupres de spécialistes des Colleges
Américains exercant en oncologie, chirurgie des tissus mous ou dentisterie et chirurgie orale,
afin d’évaluer les pratiques actuelles [244]. Pour les OSCC chez le Chien, une majorité des
répondants recommandait une exérese dans les seuls cas ou I’imagerie et/ou la cytologie étaient
évocatrices d’une métastase (i.e. stade cN+), et ce quelle que soit la taille de la tumeur primaire.
La proportion de spécialistes recommandant une END augmentait cependant avec la taille de
la tumeur primaire (de T1 a T3). Les auteurs de cette publication indiquent par ailleurs réaliser
au sein de leur institution une END bilatérale des NLs mandibulaires et rétropharyngiens dans
le cas des OSCC de stade T2/T3 cNOMO [244]. Dans le cas ou le clinicien estime le risque de
métastases loco-régionales occultes suffisant pour justifier une END, 1’exérése bilatérale
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pourrait se justifier chez le Chien par la proportion significative de cancers oraux N+
comportant des métastases contro- et/ou bilatérales [149,151].

A.3. Maladie oligopmétastatique et métastasectomie

La maladie oligométastatique peut se définir chez ’Homme par un nombre limité de métastases
a distance (typiquement moins de cinq), dans un nombre d’organes également restreint
[250,251]. Chez les patients avec OSCC et maladie oligométastatique, plusieurs essais cliniques
et publications suggerent un bénéfice sur la survie de 1’ablation chirurgicale des métastases a
distance. Cela est notamment le cas pour les métastases pulmonaires [252] — les plus fréquentes
chez les patients avec OSCC [142] — mais pourrait également étre le cas avec d’autres sites
comme le foie [253].

B. Radiothérapie

Les OSCC presentent une bonne radiosensibilité. La radiothérapie est utilisée au niveau du site
de la tumeur primaire et/ou au niveau loco-régional (cou). Tout comme I’intervention
chirurgicale, cela peut se faire :

e Avisée curative, le plus souvent en association avec la chirurgie (pré-, per- et/ou post-
opératoire).

e A visée palliative, afin de réduire le volume tumoral et soulager le patient ou 1’animal
malade dans les cas d’OSCC non opérable ou métastatique.

Les différents types et protocoles de radiothérapie ont été revus dans une these d’exercice
de 2016 [254]. Briévement, ¢’est plus particuliérement la radiothérapie externe par mégavoltage
qui est utilisée dans le traitement des OSCC chez le Chien. Selon le protocole réalisé, 32 a 60
Gy (Gray) sont administrés au niveau du site primaire de I’OSCC et/ou au niveau des métastases
loco-régionales [254-256]. Cette dose de radiations est fractionnée en plusieurs séances sur 3
a 6 semaines. Une distinction peut étre faite a ce niveau entre les protocoles hyper-fractionnés
(nombreuses séances, de 3-4 Gy chacune) et hypo-fractionnés (séances moins nombreuses, de
6-8 Gy chacune) [254-256].

B.1. Radiothérapie a visée curative

Chez ’Homme ou chez le Chien, la radiothérapie a visée curative peut €tre réalisée seule dans
des stades précoces de HNSCC [257], mais est plus fréquemment utilisée en complément a la
résection chirurgicale. La decision de réaliser une radiothérapie a visée curative en post-
opératoire se base sur I’estimation du risque de récurrence locale. La présence de marges
infiltrées ou d’un envahissement extra-nodulaire (ENE) sont ainsi considérées comme
traduisant un haut-risque de récurrence locale, et motivent généralement la mise en place d’une
radiothérapie post-opératoire [245,258,259]. D’autres critéres couramment pris en compte
incluent la taille de la tumeur primaire, la distance d’invasion (DOI), la présence d’une invasion
péri-neurale (PNI) ou d’une invasion lympho-vasculaire (LVI) a I’examen histopathologique,
ainsi que I’implication de multiples nceuds lymphatiques loco-régionaux [245,258,259].
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Chez le Chien avec OSCC, les résultats rapportés apres radiothérapie seule sont extrémement
variés, avec des médianes de survie sans progression comprises entre quelques mois et 36 mois
[260-262]. Cette variabilité reflete une hétérogenéité importante dans les populations traitées
(age, localisation au sein de la cavité orale, stade clinique ...) ainsi que dans les protocoles
thérapeutiques utilisés. Le pronostic sous radiothérapie seule est notamment meilleur pour les
chiens jeunes ainsi que pour les tumeurs primaires de petite taille [260-262]. Les tumeurs
rostrales pourraient également étre associées a un meilleur pronostic [260]. La radiothérapie
adjuvante post-opératoire apporte cependant un bénéfice clinique conséquent chez les chiens
avec un OSCC opéré en marges infiltrées ou étroites, et sans métastase a distance. Riggs et al.
ont ainsi rapporté dans cette population une médiane de survie globale de 2 051 jours avec
radiothérapie hypo-fractionnée post-opératoire (32-36 Gy en quatre séances a une semaine
d’intervalle) contre 181 jours en I’absence de radiothérapie post-opératoire [255].

B.2. Radiothérapie a visée palliative

Dans une série de cas de Mosca et al., 13 chiens avec un OSCC non opérable et majoritairement
de stades Il ou Il ont recu une radiothérapie hypo-fractionnée a visée palliative (32-34 Gy en
quatre séances a une semaine d’intervalle). 62 % des chiens (huit sur 13) ont également recu du
méloxicam adjuvant a long terme. Une rémission a été observée dans 77 % des cas (10 sur 13),
dont une rémission compléte. Une amélioration de la qualité de vie a également été rapportee
dans tous les cas sauf un [256].

B.3. Complications et effets indésirables.

La radiothérapie est associée a la survenue d’effets indésirables précoces (apres quelques jours
a semaines) et retardés (aprés quelques mois a années).

Les effets indésirables précoces correspondent notamment a une inflammation des tissus
exposés a I’irradiation. Dans le cas du traitement des OSCC chez le Chien, une (radio)mucite
orale est fréquemment rapportée [256,262]. Les autres tissus moins fréqguemment atteints chez
le Chien sont la peau (dermatite, alopécie, desquamation ...), les glandes salivaires (hyposialie)
et les structures oculaires [3,256]. Les effets indésirables précoces sont le plus souvent limités,
mais peuvent occasionnellement motiver une interruption du traitement [262]. Selon la
localisation ciblée par la radiothérapie, une partie de ces localisations (ceil notamment) peut
cependant étre protégée pendant les séances de radiothérapie [256].

La survenue d’effets indésirables retardés (aprés quelques mois a années) doit étre mise en
relation avec I’espérance de vie attendue. Chez les Chiens traités par radiothérapie a visée
palliative notamment, peu d’animaux sont susceptibles de vivre assez longtemps pour
experimenter ce risque. Les effets indésirables retardés sont globalement peu fréequents chez le
Chien traité pour OSCC [255,256], mais semblent un peu plus fréquents dans le cas d’OSCC
macroscopique traité a visée palliative [256]. Ces effets indésirables incluent chez le Chien le
développement de fistules osseuses, la nécrose osseuse ou muqueuse, et la myosite des muscles
masticateurs [3,256,262]. Quoique peu fréquents, ces effets indésirables sont potentiellement
séveres et associés a une morbidité conséquente, et doivent donc étre envisagés et discutés avec
les propriétaires [256].
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C. Photothérapie dynamique

La photothérapie dynamique consiste en 1’administration d’une molécule photosensible, suivie
de son activation au niveau de la zone souhaitée par une lumiére de longueur d’onde donnée.
Cela permet une cytotoxicité locale et la réduction (complete ou totale) du volume tumoral,
tandis que les composants de la matrice extracellulaire (collagéne, élastine...) ne sont pas ou
peu endommagés, facilitant la cicatrisation [263].

Chez ’Homme la photothérapie semble d’efficacité comparable a la chirurgie dans la prise
en charge des OSCC de stade précoce (TINOMO ou T2NOMO), avec une rémission complete
observée dans 86 % des cas [263]. Elle est cependant réservée a ces cas particuliers du fait de
son efficacité uniqguement superficielle.

Chez le Chien, McCaw et al. ont rapporté 1’utilisation de la photothérapie sur 11 cas
d’OSCC, aprés administration de pyropheophorbide-alpha-hexyl-ether (HPPH ; 0,3mg/kg IV,
une séance) [264]. Malgré une invasion osseuse fréquente, une rémission compléte de la tumeur
primaire a été observée dans 91 % des cas (10 cas sur 11), dont un pour lequel une récurrence
locale a été constatée. Dans un autre cas une métastase loco-régionale a été constatée trois mois
aprés traitement malgré 1’absence de récurrence locale. Il est important de noter qu’une
réduction chirurgicale des tumeurs a été réalisée avant irradiation de fagon a réduire 1’épaisseur
tumorale a moins de 10 mm si ce n’était pas déja le cas [264].

La photothérapie dynamique est globalement bien tolérée chez ’Homme et le Chien. Une
photosensibilité cutanée prolongée (de durée variable selon 1’agent) constitue 1’effet indésirable
le plus fréquent et nécessite la mise en place de mesures de protection temporaires.
McCaw et al. ont également rapporté la dévitalisation de fragments osseux, qui a dans trois cas
prolongé la cicatrisation et nécessité une intervention chirurgicale. Les attaches des dents
irradiées étaient également fragilisées, les rendant laches [264].

Ces résultats suggerent que la photothérapie dynamique puisse servir au contrdle strictement
local des OSCC de stade précoce (profondeur inférieure a 1cm) chez le Chien, en alternative au
traitement chirurgical.

D. Chimiothérapie cytotoxique

D.1. Chimiothérapie systémique

La chimiothérapie systémique est susceptible d’étre utilisée dans la prise en charge des HNSCC
non-opérables, récurrents ou métastatiques (R/M).

Chez ’Homme, le protocole de premiere ligne chez ces patients a longtemps impliqué une
combinaison de cisplatine et 5-fluouracil (5-FU) [265,266], bien que les patients avec OSCC
bénéficient d’une moins bonne réponse que les autres sites [267]. Le carboplatine présente un
meilleur profil de toxicité que le cisplatine mais une efficacité moindre sur les HNSCC, il n’est
donc pas recommandé pour la majorité des HNSCC R/M [268]. Les taxanes (paclitaxel,
doclitaxel) ont plus récemment démontré leur intérét dans la prise en charge des HNSCC [269—
271], et sont notamment utilisés en combinaison avec le cisplatine (en remplacement du 5-FU),
ou en addition au couple cisplatine/5-FU.

Chez le Chien, des rémissions d’OSCC ont été observées sous piroxicam (dans trois cas sur
17 avec 0,3 mg/kg PO toutes les 24 heures) [272]. De meilleurs résultats semblent obtenus en
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combinant le piroxicam a un dérivé de platine (DP) : cisplatine (rémission dans cing cas sur
neuf avec 50 mg.m2 IV toutes les trois semaines) [273] ou carboplatine (rémission dans six cas
sur sept avec 300 mg.m=2 1V toutes les trois semaines) [274]. L’utilisation de docetaxel per 0s
a également été rapporté chez le Chien, combinée a de la cyclosporine pour en augmenter la
biodisponibilité. Le pourcentage de rémissions observé était de 50 % pour les HNSCC canins
(six cas sur 12 avec docetaxel 1,625 mg/kg toutes les deux semaines) [275].

Le piroxicam seul semble globalement trés bien toléré [272]. Malgré la réalisation d’une
fluidothérapie concomitante a I’administration de cisplatine, une azotémie discréte a modérée
est fréquemment observée chez les chiens traités avec le couple piroxicam/cisplatine.
L’azotémie se résout cependant rapidement aprés arrét du cisplatine [273]. Une telle toxicité
rénale n’a pas été observée avec le couple piroxicam/carboplatine [274]. L’utilisation de
piroxicam/DP est par ailleurs associée a la survenue occasionnelle d’une toxicité gastro-
intestinale et hématologique (neutropénie discrete essentiellement) [273,274]. Waite et al. ont
quant a eux rapporté que ’utilisation du couple cyclosporine/docetaxel per 0s s’accompagnait
d’une toxicité gastro-intestinale séveére relativement fréquente, avec notamment 16 % des cas
nécessitant une hospitalisation de courte durée aprés la 1% séance (huit cas sur 51, dont un
décés pour lequel le propriétaire avait refusé 1’hospitalisation) [275]. Dans la méme publication
la toxicité hématologique (neutropénie) était elle peu fréquente.

D.2. Approches de chimiothérapie localisée

Les approches de chimiothérapie « localisée » pourraient étre intéressantes dans la prise en
charge des HNSCC non-opérables ou récurrents localement. Elles ne sont cependant pas
adaptées au traitement de la majorité des cas de métastases a distance.

En oncologie I’¢lectro-chimiothérapie consiste en I’administration d’impulsions électriques
au niveau d’une tumeur, de fagon a perméabiliser les cellules et faciliter I’entrée d’une molécule
de chimiothérapie. C’est notamment la bléomycine qui est utilisée dans ce cadre apres
administration intra-veineuse ou intra-tumorale [276]. Chez ’Homme cette approche a montré
des résultats encourageants pour le traitement des HNSCC non opérables et/ou aprés échec des
traitements standards. Les pourcentages de rémission rapportés pour les HNSCC sont ainsi
compris entre 45 et 58 % dans les séries de cas récentes [277-279]. Ce traitement semble par
ailleurs bien toléré, malgré la survenue de quelques événements graves peu fréquents
(saignements et infections séveres notamment) [276,280].

Chez le Chien une publication récente a rapporté de bons résultats pour une série d’OSCC
traités par une a deux séances d’électro-chimiothérapie (bléomycine 15000 Ul/m? IV). Le
pourcentage de rémission apreés électro-chimiothérapie était de 92 % (11 cas sur 12) avec 67 %
de rémission complete [281]. Ces bons résultats, y compris par-rapport a ceux rapportés chez
I’Homme, pourraient notamment s’expliquer par: une petite taille des tumeurs incluses
(diameétre médian de 1,65 cm) ; un envahissement limité (pas de signe de métastase et un seul
cas avec envahissement osseux) ; et I’absence de traitements antérieurs (a 1’exception d’une
tumeur ayant subi une réduction chirurgicale) [281]. Tous ces critéres ont en effet été associés
a une meilleure réponse a I’¢électro-chimiothérapie chez 1I'Homme [276]. L’électro-
chimiothérapie était par ailleurs associée a peu d’effets indésirables chez le Chien [281]. Bien
que devant étre confirmés par d’autres études, ces résultats suggeérent que 1’électro-
chimiothérapie puisse étre une alternative intéressante au traitement chirurgical pour les OSCC
canins de petite taille (plus grand diamétre inférieur a 2cm) et sans envahissement 0Sseux.
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Des conjugués cisplatine-acide hyaluronique sont par ailleurs actuellement en
développement pour administration intra-tumorale. Des rémissions ont été rapportées dans des
cas d’OSCC canins, mais des niveaux de toxicité importants ont motivé une adaptation de la
formulation [282,283], dont la balance benéfice/risque reste a évaluer a ce jour.

E. Therapies ciblées

En oncologie les thérapies ciblées correspondent a des médicaments ciblant des molécules plus
specifiquement présentes ou activées au niveau des tumeurs, leur permettant d’exercer une
action antitumorale. Cette plus grande spécificité — bien qu’imparfaite — distingue les thérapies
ciblées de la chimiothérapie cytotoxique conventionnelle. Dans le contexte des HNSCC, les
thérapies ciblées ¢tudiées incluent les inhibiteurs de I’EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor), les inhibiteurs de CDK4/6 (Cyclin Dependent Kinase), les inhibiteurs du VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) et de son récepteur le VEGFR, et les inhibiteurs de 1’axe
PISBK/AKT/mTOR [268,284]. Les inhibiteurs des points de contrle immunitaires (ICI) peuvent
étre considérées comme des thérapies ciblées, mais sont souvent considérés a part dans la
catégorie plus large des immunothérapies. Les ICI seront vus dans la sous-partie suivante.

Chez ’'Homme, ce sont principalement les inhibiteurs de I’EGFR (dont le cetuximab) qui
ont démontré leur efficacité chez les patients avec HNSCC R/M [285-287], faisant de la
trithérapie cetuximab/cisplatine/5-FU un traitement de 1 ligne chez les patients sans contre-
indication [268]. Le bénéfice clinique semble par ailleurs particulierement marqué pour les
patients avec un OSCC par rapport aux autres localisations de la téte et du cou [285-287].
D’autres associations comme le couple taxanes/cetuximab semblent également prometteuses
dans les essais cliniques de phase Il [268]. Les inhibiteurs de CDK4/6 (dont le palbociclib) ont
eux montré des résultats prometteurs chez I’Homme en association avec le cetuximab [288].
Les autres thérapies ciblées mentionnées précédemment n’ont jusque-la pas démontré de
balance bénéfice/risque satisfaisante chez les patients avec un OSCC [268,284].

Les thérapies ciblées n’ont été que tres peu étudiées dans le traitement de 1’OSCC chez le
Chien, et n’ont & notre connaissance pas dépasse le stade de la recherche pré-clinique. Guscetti
et al. ont récemment montré que les protéines conservées CDK4 et CDKG6 étaient surexprimées
dans des échantillons d’OSCC canin par comparaison a I’épithélium sain. Des lignées
cellulaires d’OSCC canin étaient également sensibles a 1’induction de 1’apoptose et de I’arrét
du cycle cellulaire par de faibles doses de palbociclib [5]. Ces résultats suggeérent que les OSCC
canins pourraient étre sensibles au palbociclib comme le sont les HNSCC chez ’Homme.
L’efficacité des thérapies ciblées sur des lignées cellulaires d’OSCC canin a également été
rapportée avec un inhibiteur de tyrosine kinase (Masitinib) [289] et un inhibiteur de 1’axe
PI3K/AKT (LY294002) [290].

F. Inhibiteurs des points de contréle immunitaires

Les inhibiteurs des points de contréle immunitaires (ICI, ‘Immune Check-point Inhibitors’) ont
révolutionné le traitement du cancer par leur efficacité dans certains cancers au pronostic
jusque-la sombre, comme le mélanome meétastatique [291]. Ces moléecules fonctionnent en
levant les freins du systeme immunitaire, facilitant ainsi le r6le antitumoral de ce dernier [292].
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Chez I’Homme, les anticorps dirigés contre PD-1 (pembrolizumab, nivolumab) ont
démontré leur efficacité chez les patients avec un HNSCC, ainsi que leur toxicité moindre par
rapport & la chimiothérapie cytotoxique [176,293-295]. Les anti-PD-1 sont ainsi indiqués en
2™ ligne des traitements systémiques (HNSCC R/M progressant malgré une chimiothérapie
adaptée), voire en 1% ligne pour les HNSCC R/M [268,296]. Le bénéfice est notamment
observé sur la survie globale, et nettement moins sur la survie médiane sans progression de la
maladie [176]. Cela suggére que les anti-PD1 ne soient particulieérement bénéfiques qu’a une
sous-population de patients, avec cependant des effets durables possibles [176,268]. Un enjeu
crucial de recherche consiste donc a déterminer des critéres permettant d’identifier les patients
susceptibles de bénéficier d’un ICI. Dans cet objectif le niveau d’expression de PD-L1 au sein
des HNSCC semble étre un critére intéressant [176,297]. Bien d’autres critéres susceptibles
d’étre prédictifs de la réponse des HNSCC aux ICl sont a 1’é¢tude, dont les caractéristiques de
I’infiltrat immunitaire ou la charge mutationnelle. Ils nécessitent cependant d’étre évalués plus
précisément dans cette maladie [297].

Les ICI sont également une modalité thérapeutique d’intérét en médecine et recherche
vétérinaire [298-300]. Des anticorps chimériques et caninisés dirigés contre PD-1 et PD-L1 ont
notamment été étudiés chez le Chien. lls semblent relativement bien tolérés dans cette
espéce [299-301], avec également plusicurs publications en faveur d’une efficacité dans le
traitement du mélanome canin, tant sur la progression que la survie globale [299-301].
L’efficacité des ICI dans le traitement des carcinomes épidermoides n’a cependant été évaluée
gu’anecdotiqguement a notre connaissance [300]. Dans 1’éventualité ou les ICI se montrent
efficaces dans le traitement des OSCC canins, une contrainte majeure de ces thérapies est
actuellement leur prix élevé pour la médecine vétérinaire.

G. Surveillance carcinologique

La surveillance carcinologique chez le patient ou animal malade en rémission totale/sans signe
de cancer a plusieurs objectifs :

e Identifier précocement une récurrence locale au niveau de la cavité orale ou des sites
métastatiques identifiés au moment de la prise en charge initiale.

e Identifier précocement une progression métastatique, y compris chez le patient ou
animal malade ne présentant pas de métastases au moment de la prise en charge initiale.

o Identifier précocement une seconde tumeur primaire. Cela est notamment le cas
chez I’Homme pour qui le développement d’un OSCC traduit dans la majorité des cas
I’influence de substances carcinogeénes (dont tabac et alcool). Les patients concernés
sont donc a risque de développer un second HNSCC, ou bien un autre cancer favorisé
par le tabac (cancer du poumon, de la vessie ...) [302].

| Du fait du faible taux de métastases a distance chez I’'Homme et le Chien, la chirurgie et la |

| radiothérapie constituent le plus souvent les premiéres lignes du traitement. La chimiothérapie |

| est également une modalité thérapeutique importante dans ces deux especes. Les thérapies |
ciblées (anti-EGFR notamment) et ’immunothérapie (anti-PD-1/PD-L1 notamment) occupent

| une place de plus en plus importante dans le traitement des OSCC récurrents et/ou |

| métastatiques chez I’Homme, mais sont peu évaluées dans cette indication chez le Chien. |



Partie Il : D’analyse transcriptomique des carcinomes
epidermoides de la cavité orale chez ’Homme et le Chien
révele une hétérogenéité a plusieurs niveaux dans la
transition épithélio-mésenchymateuse et sa régulation

Pour rappel, la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) consiste, pour une cellule
d’origine épithéliale, en la perte des caractéristiques épithéliales typiques comme la polarité
apico-basale et 1’adhésion ferme aux cellules épithéliales adjacentes, et/ou le gain de
caractéristiques mésenchymateuses comme 1’adhésion a la matrice extra-cellulaire et des
capacités de migration. La TEM se produit dans trois contextes distincts : ’embryogenése, la
cicatrisation et le cancer [186], ou elle est susceptible de favoriser les processus d’invasion et
de métastase. La TEM est un phénoméne complexe régulé a de multiples niveaux :
transcriptionnel, post-transcriptionnel, et post-traductionnel [189]. Le niveau transcriptionnel
de régulation en particulier peut étre étudié avec le sequencage ARN (RNAseq), qui donne
accés a I’abondance relative des transcrits ARN. La régulation transcriptionnelle de la TEM
implique de multiple Facteurs de Transcription (FT), parmi lesquels SNAI1, SNAI2, TWIST1,
ZEB1 et ZEB2 sont considérés comme des FT majeurs de ce processus. Ils sont susceptibles
d’étre induits par des signaux similaires comme la signalisation du TGFf [303,304], peuvent
induire leurs expressions respectives, et sont tous de puissants inducteurs du phénotype
mésenchymateux et/ou répresseurs du phénotype épithélial. Cependant, leurs fonctions ne sont
pas entierement équivalentes [6,7] et des études suggérent que différents FT majeurs de la TEM
pourraient prédominer selon le type de cancer, le contexte tissulaire et la cinétique [189]. Dans
les OSCC humains et canins, des publications basées sur I’'THC [8-11] ou le RNAseq [4,5,12]
ont ainsi suggeéré que différents FT pourraient dominer la régulation de la TEM.

Depuis que le RNAseq ‘bulk’ a été développé, il est devenu une des technologies les plus
utilisées dans la recherche en cancérologie. Une de ses limites est que la plupart des tumeurs
contiennent des populations cellulaires hétérogenes, une hétérogénéité présente entre
différentes tumeurs mais également au sein d’une tumeur unique. Le RNAseq ‘bulk’ révéle par
conséquent un profil d’expression génétique moyenné du tissu analysé, un inconvénient majeur
qui a été surmonté par de nouvelles technologies telles que le RNAseq sur échantillon
microdisséqué, et plus récemment le RNAseq ‘single-cell’ a I’échelle de la cellule unique. Pour
les HNSCC chez ’Homme, trois jeux de donnees RNAseq ‘single-cell’ ont été publiés a ce jour
[12-14], tandis qu’aucun jeu n’est actuellement disponible pour les OSCC canins. En plus de
son codt, une difficulté importante pour réaliser du séquencage ‘single-cell’ sur des tumeurs
canines est le recrutement d’échantillons frais, sur lesquels les technologies actuelles sont
basées.

L'objectif de cette étude était d’investiguer la régulation de la TEM par les FT majeurs de la
TEM dans les OSCC canins et humains, a travers une analyse comparée de jeux de données
RNAseq publiques. Dans cet objectif, des jeux de données ‘bulk’ [4,5,15] et ‘single-cell’ [12—
14,16] ont été analysés, permettant d’évaluer 1’hétérogénéité inter-patient et intra-tumorale
respectivement. Par ailleurs, un second aspect de notre projet était de mettre au point une
procédure permettant d’isoler des cellules uniques, a partir d’échantillons FFPE d’OSCC canins
d’une cohorte rétrospective [18], avec 1’objectif a long terme de réaliser du RNAseq ‘single-
cell’ a partir d’échantillons FFPE.
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|. Matériel et Méthodes

Acces aux jeux de données

Les données brutes de séquengage ARN (fichiers FASTQ) pour les jeux de données canins ont
été téléchargees a partir de ‘Sequence Read Archive’ avec le numéro d’acces SRP046723 [4],
et & partir de ‘European Nucleotide Archive’ avec le numéro d’accés PRIEB34234 [5]. Les
données de comptes brutes pour les 238 patients ‘OSCC’ du The Cancer Genome Atlas (TCGA)
[15] ont été téléchargées en utilisant le package R TCGAbiolinks (version 2.18.0) [305]. Les
sous-types moléculaires [184,191] et les estimations de pureté [306] disponibles pour les
tumeurs correspondantes du TCGA ont également été téléchargées avec TCGAbiolinks. Parmi
les cinq estimateurs disponibles pour 1I’évaluation de la pureté, celui utilisé ici correspond a la
mesure consensus dérivée (CPE), qui intégre les résultats de quatre méthodes indépendantes
(ABSOLUTE, ESTIMATE, LUMP et IHC). Le principe exploité par ces quatre méthodes est
résume dans le tableau XII.

Tableau XI1 : Méthodes utilisées par les estimateurs de pureté ABSOLUTE, ESTIMATE,
LUMP et IHC

ABSOLUTE | Utilise les données sur les nombres de copies de genes somatiques.
ESTIMATE | Utilise le niveau d’expression de 141 geénes exprimés par les cellules
immunitaires, et genes exprimes par les cellules stromales.

LUMP Utilise les données de méthylation au niveau de 44 sites CpG spécifiques des
cellules immunitaires.
IHC Réalise une analyse d’image d’une coupe colorée hémalun-éosine (HE).

Les données d’expression ‘single-cell’ (en log2(TPM+1)) de 10 patients ‘OSCC’ ont été
télechargées sur figshare (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.7174922.v2) [307]. Les
caractéristiques principales des quatre jeux de données RNAseq analysés ici sont présentées
dans le tableau XIII.

Tableau X111 : Caractéristiques principales des jeux de données RNAseq inclus.

Jeu de données Espece Nombre d’échantillons inclus Type d’échantillon

TCGA, 2015 Homme 238 échantillons néoplasiques Piéce d’exérése ou
17 échantillons normaux appariés biopsie
Liu, 2015 Chien 7 échantillons néoplasiques Pi¢ce d’exérese ou
3 échantillons normaux appariés biopsie
Xiao, 2019 Homme 2,176 cellules malignes provenant Cellules malignes uniques
de 10 patients
Guscetti, 2020 Chien 10 échantillons néoplasiques Tissu néoplasique ou

10 échantillons normaux appariés  épithélial microdisséqué

Xiao et al. ont repris le jeu de données ‘single-cell’ de Puram et al. [12], et y ont appliqué plusieurs
corrections et normalisations (Normalisation par rapport a la taille des cellules, inférence des niveaux
d’expression de certains genes, etc.) [16].
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Alignement des données brutes de séquencage ARN

La qualit¢ des lectures (‘reads’) a ¢été évaluée avec fastQC (version 0.11.8)
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) et multiQC (version 1.10.1). Pour
le jeu de données canin de Guscetti, les lectures ont éte raccourcies avec Trimmomatic (version
0.33) [308] comme décrit précédemment [5], de facon a retirer les bases nucléiques introduites
au cours de la préparation de librairie. Les lectures des deux jeux canins ont ensuite été alignées
au génome et transcriptome canin de référence (CanFam3.1) avec STAR (version 2.7.9a) [309].

Analyse d’expression différentielle entre échantillons normaux et tumoraux

Dans le cas du jeu de données humain du TCGA, I’analyse a été effectuée en ne considérant
que les 17 patients pour lesquels on disposait de données de séquencage ARN appariées avec
tissu tumoral et sain. Les génes avec moins de 20 comptes au total dans les 34 échantillons
appariés du TCGA ont été retirés avant de passer aux étapes suivantes. De la méme maniére,
les génes avec moins de cing comptes au total dans un des jeux canins ont été retirés du ou des
jeux de données correspondants.

Les comptes bruts ont été normalisés avec la fonction « rlog » du package R DESeq2
(version 1.30.1) [310]. Les données normalisees on ensuite été utilisées pour réaliser des
Analyses en Composantes Principales (ACP) avec la fonction « prcomp » du package R stats
(version 4.0.4), et évaluer les potentielles sources de variation dans chaque jeu de données.
L’analyse d’expression différentielle a ensuite été réalisée avec DESeq2, avec un seuil de
significativité de la p-value ajustée (padj) a padj = 0.05. Le changement relatif d’expression a
¢été quantifié via I’estimation de log2(Fold Change) (log2(FC)) avec DESeg2, ou FC = 2
correspond a un géne deux fois plus exprimé dans les échantillons tumoraux que dans les
échantillons normaux. Des valeurs réduites des log2(FC) ont ensuite été obtenues avec DESeq?2
en utilisant I’estimateur ‘ashr’ du package R ashr (version 2.2-47) [311].

L’analyse par ‘Fast pre-ranked Gene Set Enrichment Analysis’ (fGSEA) a été réalisée avec
le package R fgsea (version 1.16.0) [312], en utilisant les valeurs réduites de log2(FC) pour
classer les genes. Avant I’analyse par fGSEA, les identifiants ENSEMBL canins ont été
convertis en symbole « HUGO Gene Nomenclature Comittee » (HGNC) de leur orthologue
humain avec le package R biomaRt (version 2.46.3). Seuls les couples d’orthologues « 1:1 »
ont été conserveés. Les listes de génes testées au cours de I’analyse par f{GSEA correspondaient
aux listes ‘Hallmark’ obtenues de Molecular Signature DataBase (MSigDB) [313].

Analyse de I’hétérogénéité inter- et intra-tumorale : niveau d’expression des génes

Pour les analyses inter- et intra-tumorales, le niveau d’expression (E) des génes a été quantifié
comme « Ejj =1log2(TPM;j; + 1) », TPM;; faisant référence a ‘transcript-per-million’ pour le
gene 1 dans 1’échantillon j, et étant calculé comme suit :

1
O

TPMi; = 10°x =2

, avec Xij le compte brut pour le géne i dans 1I’échantillon j, et Ii la longueur du transcrit du gene
i (en kilobases). Les longueurs de transcrits ont eété obtenues avec le package R biomaRt
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(version 2.46.3). Quand plusieurs transcrits ont été trouvés pour un méme gene, la longueur du
plus long transcrit a été utilisée pour la normalisation TPM.

Analyse de I’hétérogénéité inter- et intra-tumorale : score par échantillon pour une
liste de génes

Les scores par échantillon pour une liste de génes d’intérét ont été calculés comme décrit
précédemment [12]. Briévement, un score initial a d’abord été calculé par la moyenne
géométrique des ‘Niveau d’expression + 1° des génes inclus dans la liste d’intérét. Le score
final « S » a ensuite été obtenu en corrigeant pour la complexité des échantillons, ¢’est-a-dire
le nombre de génes détectés dans chaque échantillon. Ceci a été réalisé en soustrayant au score
initial pour la liste d’intérét, le score initial pour une liste controle, comme suit :

S=(VITL, (Eij+ 1)) - (VI (Ek,j+ 1))

, avec Eijle niveau d’expression dans I’échantillon j du gene i inclus dans la liste d’intérét de
taille n, et Exjle niveau d’expression du géne k inclus dans la liste contréle de taille n’. Les
listes de genes contrdle ont eté assemblées aléatoirement de facon a refléter la distribution des
niveaux d’expression au sein de la liste de génes d’intérét, et afin de contenir au moins 5,000
genes (n” > 5,000).

Trois listes de genes, ou signatures, ont été choisies afin d’évaluer le phénotype de TEM : la
signature « TEM Hallmark » de MSigDB [313], ainsi que les signatures pan-cancer
« Mésenchymateuse » et « Epithéliale » de Tan et al. [314]. Comme attendu, les génes inclus
dans les signatures « TEM Hallmark » et « Mésenchymateuse » se recoupent nettement (fig 7).
Les symboles des genes inclus dans les deux signatures pan-cancer ont été mis a jour avec le
package R biomaRt. Les génes SNAI1/2, ZEB1/2, TWIST1, GRHL2 et OVOL1/2 ont été
retirés de ces trois signatures lorsqu’ils étaient inclus, de fagon a ce que les scores calculés
soient indépendants de 1’expression de ces facteurs de transcription. Les genes GRHL2 et
OVOL1/2 codent pour des facteurs de transcription majeurs du phénotype épithélial. Bien que
leur étude ait été initialement prévue conjointement a celle des FT de la TEM, elle n’a pas été
inclue a ce travail.

Signature e Signature
TEM ‘Hallmark’ g épithéliale pan-cancer
157 1 142
0
41 0
124
Signature

mésenchymateuse pan-cancer

Figure 7 : Recoupement entre les trois signatures utilisées pour caractériser le phénotype
de transition épithélio-mesenchymateuse. Les deux signatures évaluant le phénotype
mésenchymateux se recoupent partiellement entre elles, mais ne se recoupent pas avec la signature
épithéliale a I’exception d’un géne.
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L’association entre les scores calculés et les autres variables quantitatives (niveaux
d’expression, estimations de pureté) a été testée avec la corrélation de Spearman en utilisant la
fonction cor.test du package R stats (version 4.0.4). Les p-values initiales ont été corrigées pour
la réalisation de tests multiples selon la méthode de Bonferroni. La comparaison des estimations
de pureté entre tumeurs appartenant a différents sous-types moléculaires a été réalisée avec le
test de Mann-Whitney.

Analyse intra-tumorale ou ‘single-cell’ : regroupement par clusters et expression
différentielle entre clusters

Les étapes décrites ci-apres ont été réalisées sur les cellules malignes uniquement. Des scores
pour les trois signatures « TEM Hallmark », « Mésenchymateuse », « Epithéliale » ont été
calculés a I’échelle de la cellule comme décrit précédemment. Le regroupement des cellules
malignes en clusters a été réalisé avec les fonctions « FindNeighbors » et « FindClusters » du
package R Seurat (version 4.0.1), aprés optimisation de la résolution et du nombre de
composantes selon la méthode de la silhouette [315].

La comparaison des scores entre clusters a été réalisée avec le test de Mann-Whitney, et les
p-values initiales ont été corrigées selon la méthode de Bonferroni. L’analyse d’expression
différentielle entre clusters a été réalisée avec la fonction « FindAlIMarkers » du package R
Seurat. Les FT majeurs de la TEM n’ont été testés que s’ils étaient détectés dans plus de 20 %
des cellules d’au moins un cluster (soit min.pct = 0,2). Pour les autres parametres que
«min.pct », les réglages par défaut ont été conservés. Les p-values initiales ont ensuite été
corrigées pour la réalisation de tests multiples selon la méthode de Bonferroni.

Dissociation des échantillons FFPE et tri cellulaire

Des échantillons FFPE de OSCC canins ont été sélectionnés a partir d’une cohorte rétrospective
déja constituée [3]. Les critéres de pré-sélection incluaient une localisation dans la cavité orale,
la présence d’un stroma intra-tumoral relativement abondant autre que fibro-collagénique, la
réalisation préalable d’analyses IHC, et I’absence de tissu osseux. La sélection finale a été
réalisée aprés examen microscopique de coupes colorées a I’Hémalun-Eosine (HE).

La dissociation a été effectuée a partir de huit sections de 50um d’épaisseur, aprés
¢limination des premiers 100um pour limiter les effets de I’exposition de longue durée a I’air.
La dissociation a été réalisée avec le kit « Miltenyi Biotec FFPE dissociation » selon le
protocole du fabriquant (référence 130-118-052). Brievement, les sections de tissu FFPE ont
été déparaffinées, et dissociées en une suspension de cellules uniques via une action mécanique
(appareil Gentleman) et via une dégradation enzymatique de la matrice extra-cellulaire. Aprés
dissociation, la suspension a été appliquée a un filtre de 70pm pour retirer les grosses particules
restantes. Les cellules obtenues ont été dénombrées avec une lame de Malassez.

Pour le tri cellulaire, la suspension cellulaire a été suspendue dans 500uL de tampon W avec
du DAPI (Miltenyi Biotec, référence 130-111-570) a une concentration finale de 0,8 pug/mL.
Les cellules DAPI-positives (DAPI+) ont été triées avec un BD FACSAria III, et ’acquisition
analysée avec FlowJo (version 10.7.2). Les cellules DAPI+ ont été lavées avec du PBS1X et
centrifugées a 226g pendant 5 min & 4°C, et ce a deux reprises. Le culot cellulaire a ensuite été
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suspendu dans 200uL de tampon de lyse LBA (Beckman Coulter, FormaPure RNA Kit,
référence PN C21005AC) et conservé a -80°C sur la nuit.

Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN a été effectuée sur I’échantillon préalablement préparé, avec le kit
« Beckman Coulter FormaPure RNA » selon le protocole du fabricant (référence PN
C21005AC), mais sans réaliser les deux premiéres parties du protocole (Préparation de
I’échantillon et déparaffinage).

La qualité finale des ARN a été évaluée avec un Agilent 4200 TapeStation system et le
logiciel d’analyse TapeStation (version 3.2).

Il. Résultats

La carcinogénése est associée a de fortes signatures immunitaires et de Transition
Epithélio-mésenchymateuse dans les jeux de données humains et canins

Afin d’identifier des changements d’expression associés au processus de carcinogénése, nous
avons réalisé une analyse d’expression différentielle entre échantillons sains et néoplasiques,
dans un jeu de données humain (« TCGA ») [15] et deux jeux canins (« Liu » et « Guscetti »)
[4,5]. Les résultats d’expression différentielle ont ensuite été utilisé pour une analyse
fonctionnelle par ‘Gene Set Enrichment Analysis’ (GSEA) des signatures ‘Hallmark Pathways’
de MSigDB [313]. L’analyse par GSEA était globalement concordante entre les différents jeux
de données, avec 33 des 50 signatures ayant un score d’enrichissement normalis¢ (Normalized
Enrichment Score, NES) avec un signe conservé dans les trois jeux de données (données non
montrées). Les sept signatures suivantes étaient fortement enrichies (NES > 1,5) dans les
tumeurs de tous les jeux de données : ‘TEM”, ‘cibles de la famille E2F’, ‘réponse a I’interféron
(IFN) o’, ‘réponse a I’'IFNy’, ‘angiogenese’, ‘réponse inflammatoire’, et ‘rejet d’allogreffe’. La
signature TEM faisait partie des trois signatures les plus enrichies dans tous les jeux de données
(fig 8).
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Figure 8 : La comparaison des tissus sains et tumoraux dans les jeux de données canins et
humains révéle un enrichissement concordant de la transition épithélio-mésenchymateuse
dans les échantillons néoplasiques. (A) ‘Fast pre-ranked Gene Set Enrichment Analysis’ (fGSEA)
des signatures ‘Hallmark’ entre les échantillons normaux et tumoraux du jeu de données du TCGA. Un
score d’enrichissement normalisé positif (Normalized Enrichment Score, NES) indique un
enrichissement de la signature correspondante dans les tumeurs, par comparaison avec les échantillons
sains. Seules les signatures ‘Hallmark’ avec NES > 1 sont montrées ici. Le résultat pour la signature
TEM ‘Hallmark’ est mis en valeur en rouge. (B) Comparaison des résultats des analyses par f{GSEA des
signatures ‘Hallmark’ entre les deux jeux de données canins (Liu et Guscetti). Un score d’enrichissement
normalisé positif indique un enrichissement de la signature correspondante dans les tumeurs du ou des
jeux de données correspondants. Les résultats pour la signature TEM ‘Hallmark’ sont mis en valeur par

un point rouge.

Les jeux de données se distinguent par leur profils d’expression différentielle des
facteurs de transcription majeurs de la transition épithélio-mésenchymateuse

Afin d’évaluer si ’enrichissement dans la signature TEM était associé a des variations dans
I’expression des cinq Facteurs de Transcription (FT) majeurs de la TEM, SNAI1/2, TWIST1 et
ZEB1/2, nous avons examiné les résultats de 1’analyse d’expression différentielle pour ces
génes. Aucun de ces cing génes n’était significativement sous-exprimé dans les tumeurs, et ce,
quel que soit le jeu de données (fig 9). Au contraire, trois genes (SNAIL, SNAI2 et ZEB?2)
étaient significativement sur-exprimés dans les tumeurs par rapport au tissu sain dans au moins
un jeu de données (fig 9), ce qui est cohérent avec 1’enrichissement de la signature TEM dans
les tumeurs. Cependant, les profils d’expression différentielle se distinguaient entre jeux de
données : SNAIL était significativement surexprimé dans le jeu de Liu, SNAI2 dans celui du
TCGA, et ZEB2 dans celui de Guscetti (fig 9).
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Figure 9: Les différents jeux de données analysés présentent des spécificités dans
Pexpression différentielle des facteurs de transcription majeurs de la transition épithélio-
meésenchymateuse. Représentation de 1’expression différentielle des FT majeurs de la TEM entre
échantillons normaux et tumoraux, dans les trois jeux de données. Les valeurs de ‘log2(Fold Change)’
(log2(FC)) correspondent aux log2(FC) réduits selon I’estimateur ‘ashr’. Une valeur positive de
log2(FC) indigue une surexpression relative dans les tumeurs, par rapport aux échantillons normaux.
L’expression différentielle a été testée avec DESeq?2, en utilisant le seuil de 0,05 pour la p-value ajustée
(padj). La taille des points représentés est inversement proportionnelle a la p-value ajustée pour le géne
et la cohorte correspondants. Aucune donnée n’a pu étre obtenue pour le géne TWIST1 dans les jeux de
données canins, ce géne n’étant pas annoté par ENSEMBL dans le génome CanFam3.1.

Les OSCC humains et canins présentent une hétérogénéité inter-tumorale dans
leur « phénotype » TEM et dans I’expression des facteurs de transcription majeurs
de la TEM, en lien avec la composition des tumeurs

Afin d’évaluer si les résultats de 1’analyse d’expression différentielle ont pu étre influencés par
une hétérogénéité inter-échantillons, nous avons analysé I’expression des cinq FT majeurs de
la TEM a I’échelle de 1’échantillon. En paralléle, nous avons estimé un phénotype TEM a
I’échelle de 1’échantillon, en calculant des scores pour trois signatures: la signature ‘TEM
Hallmark’ de MSigDB [313], ainsi que les signatures ‘Mésenchymateuse’ et ‘Epithéliale’ de
Tan et al. [314]. Dans le jeu de donnees du TCGA, a la fois les échantillons sains et néoplasiques
présentaient une hétérogénéité dans leurs scores pour ces signatures, ainsi que dans 1’expression
des FT majeurs de la TEM (fig 10A). Dans les échantillons normaux, le score ‘TEM Hallmark’
corrélait positivement avec le niveau d’expression des cing FT (test de corrélation de Spearman
unilatéral, p-value ajustée < 0,001) (fig 10A). Cependant, ce score corrélait également
négativement avec la pureté des tumeurs, définie comme la proportion de cellules malignes au
sein d’un échantillon (test de corrélation de Spearman unilatéral, p-value ajustée < 0,001). Cela
appuie I’idée que la composition cellulaire des tumeurs soit un facteur de confusion au moment
d’évaluer a la fois un phénotype TEM et I’expression des FT étudiés. De méme, 1’hétérogénéité
observée au sein des échantillons normaux pourrait refléter des différences de ratio entre tissu
épithélial et mésenchymateux dans chaque échantillon. Ces différences de composition
pourraient vraisemblablement affecter les résultats précédents d’expression différentielle. De
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facon intéressante, nous avons également observé dans le jeu du TCGA que la pureté des OSCC
du sous-type moléculaire ‘Mesenchymal’ était significativement inférieure a la pureté des
OSCC attribués a d’autres sous-types moléculaires (Test de Mann-Whitney unilatéral, p-value
< 0,001) (fig 10A).

Comme dans le jeu du TCGA, les échantillons sains et tumoraux du jeu de Liu présentaient
une hétérogénéité dans les scores pour ces trois signatures, et I’expression des FT majeurs de
la TEM tendait a corréler positivement avec le score ‘TEM Hallmark’, bien que non
significativement (test de corrélation de Spearman bilatéral, p-value ajustée > 0.05) (fig 10B).
Une telle analyse n’a pas pu étre réalisée avec le jeu de Guscetti, la moindre profondeur de
séquengage limitant la pertinence de 1’é¢tude du niveau d’expression de certains génes a 1’échelle
de I’échantillon (annexe 1).
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Figure 10 : A I’échelle de I’échantillon, I’enrichissement dans la signature TEM est associé
a une augmentation de I’expression des facteurs de transcription majeurs de la TEM et/ou
a une diminution de la pureté des tumeurs dans les jeux de données humain et canin. Pour
les deux jeux de données, les échantillons ont été séparés selon leur statut (normal ou tumoral), et
ordonnés selon leur score ‘TEM Hallmark® adapté. (A) Les courbes montrent 1’expression lissée
(régression linéaire locale par fenétre de 10 échantillons) en log2(TPM+1) des FT majeurs de la TEM
dans le jeu de données du TCGA. Pour chaque échantillon, le sous-type moléculaire et la pureté sont
également représentés quand disponibles. L’estimation de la pureté des tumeurs correspond ici a la
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mesure consensus dérivée (CPE) du TCGA. (B) Les courbes montrent le niveau d’expression en
log2(TPM+1) des FT majeurs de la TEM dans le jeu de données de Liu.

Le “phénotype” TEM reste associé a I’expression des facteurs de transcription
majeurs de la TEM indépendamment de la pureté des tumeurs

La pureté des tumeurs ayant ét¢ identifiée comme un potentiel facteur de confusion pour 1’étude
de la TEM dans le jeu du TCGA, nous avons répéte notre analyse sur une sélection de 59 OSCC
du TCGA, correspondant aux 25 % de tumeurs avec les plus hautes estimations de pureté. De
facon intéressante, cette sélection présentait également une hétérogénéité dans le « phénotype »
TEM (fig 11), tandis que le score ‘TEM Hallmark’ ne corrélait plus significativement avec la
pureté des tumeurs (test de corrélation de Spearman bilatéral, p-value ajustée > 0,05). De plus,
le score ‘TEM Hallmark’ restait positivement corrélé a I’expression des cinq FT majeurs de la
TEM (test de corrélation de Spearman unilatéral, p-value ajustée < 0,001) dans cette sélection
de tumeurs (fig 11). Dans I’ensemble, ces résultats suggerent que les différences observées en
lien avec la TEM reposent au moins partiellement sur des différences de processus biologiques
au sein des cellules malignes, et non uniquement sur la pureté des tumeurs.
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Figure 11 : L’enrichissement dans la signature TEM reste associé a une augmentation de
I’expression des facteurs de transcription majeurs de la TEM dans des tumeur avec de
hautes estimations de pureté. Les 59 (soit 25 %) OSCC du TCGA avec les plus hautes estimations
de pureté ont été sélectionnés et ordonnés selon leur score ‘TEM Hallmark’ adapté. L’estimation de la
pureté des tumeurs correspond ici a la mesure consensus dérivée (CPE) du TCGA. Les courbes montrent
I’expression lissée (régression linéaire locale par fenétre de 10 échantillons) en log2(TPM+1) des FT
majeurs de la TEM dans ces 59 échantillons. Le sous-type moléculaire est également représenté quand
disponible.
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Les cellules malignes uniques présentent une hétérogénéité inter- et intra-tumorale
vis-a-vis du « phénotype » TEM et de I’expression des facteurs de transcription

Afin de prendre en compte I’influence potentielle de 1’hétérogénéité intra-tumorale vis-a-vis du
phénotype TEM et de I’expression des FT majeurs de la TEM, nous avons analysé un jeu de
données humain ‘single-cell’ [12,16]. De maniére concordante avec ce qui a pu étre observe
précédemment, les patients de ce jeu de données présentaient une hétérogénéité inter-tumorale
vis-a-vis des trois signatures étudiees (fig 12). De plus, le degré d’hétérogénéité intra-tumorale
variait entre patients, que ce soit en considérant la signature ‘TEM Hallmark’ (fig 12) ou les
deux autres (données non montrées). A I’exception de SNAI2, qui était détecté a des niveaux
relativement élevés dans la plupart des cellules malignes, les autres FT étaient faiblement
exprimeés ou non détectés chez la plupart des patients (données non montrées). Cela est cohérent
avec les résultats des analyses ‘bulk’ précédentes, dans lesquelles SNAI2 était exprimé a des
niveaux relativement élevés dans les échantillons normaux et tumoraux par comparaison avec
les autres FT (fig 10 et 11).
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Figure 12 : Les cellules malignes présentent une hétérogéneité inter- et intra-tumorale vis-
a-vis des signatures en lien avec la transition épithélio-mésenchymateuse. Représentation des
scores ‘TEM Hallmark’ des cellules malignes des 10 patients du jeu de données de Xiao et al. (i.e.
données de Puram et al. corrigées et normalisées par Xiao et al.)

Afin d’évaluer I’hétérogénéité intra-tumorale vis-a-vis du phénotype TEM, nous avons
ensuite considéré individuellement les patients n°5, 6 et 25, qui présentaient une plus grande
hétérogénéité intra-tumorale vis-a-vis des scores calculés (fig 12), et pour lesquels un nombre
raisonnable de cellules malignes était disponible (entre 123 et 209 cellules pour chaque patient).
Chez ces patients, 1’expression des FT majeurs de la TEM ne corrélait positivement
qu’occasionnellement avec le score ‘TEM Hallmark’ (test de corrélation de Spearman). De
plus, les trois signatures en lien avec la TEM n’étaient pas clairement concordantes, notamment
la signature ‘Epithelial” avec les deux autres signatures (fig 13A).

Afin d’aller plus loin, nous avons ensuite réalisé une analyse non supervisée basée sur les
465 genes inclus dans les trois signatures précédentes, sur les cellules malignes de chaque
patient. Le regroupement non supervisé des cellules malignes a mis en évidence deux clusters
de cellules pour chaque patient, comme illustré dans la figure 13B pour un patient représentatif
(n°25). Chez ce patient, les deux clusters différaient significativement vis-a-vis de leurs scores
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pour les trois signatures étudiées (test de Mann-Whitney bilatéral, p-value ajustée < 0,01), avec
des variations cohérentes des trois signatures (fig 13C), distinguant donc des clusters
respectivement plus « epithélial » et « mésenchymateux ». Des résultats similaires ont été
obtenus avec les patients n°5 et 6 (données non montrées). De facon intéressante chez le patient
n°25, le regroupement et donc I’hétérogénéité vis-a-vis de la TEM semblaient étre
essentiellement déterminés par la perte d’expression de genes épithéliaux, plutdt que par
I’augmentation de I’expression de génes mésenchymateux (fig 13A et 13C). Concernant
I’expression différentielle des FT majeurs de la TEM entre clusters, SNAI2 ¢était
significativement surexprimé dans le cluster le plus « mésenchymateux » chez les trois patients
analysés (test de Mann-Whitney bilatéral, p-value ajustée < 0,01), comme illustré dans la figure
13D pour un patient représentatif (n°25). Les autres FT majeurs de la TEM n’ont pas pu étre
analysés de manicre fiable du fait de leur faible niveau d’expression dans la grande majorité
des cellules malignes de ces trois patients (données non montrées).
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Figure 13 : L’analyse des données ‘single-cell’ permet I’identification de sous-populations

de cellules malignes avec des caractéristiques spécifiques vis-a-vis de la transition

épithélio-mésenchymateuse. (A) Les cellules malignes d’un patient représentatif (n°25) ont été

ordonnées selon leur score ‘TEM Hallmark® adapté. Les courbes montrent 1’expression lissée
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(régression linéaire locale par fenétre de 20 cellules) en log2(TPM+1) des FT majeurs de la TEM dans
les cellules malignes correspondantes. Le cluster attribué a chaque cellule est également représenté. (B)
Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) des cellules malignes d’un patient
représentatif (n° 25), sur la base de I’ Analyse en Composantes Principales (ACP) des génes inclus dans
les trois signatures étudiées. Les clusters sont le résultat d’un regroupement non supervisé réalisé avec
Seurat, aprés optimisation de la résolution et du nombre de composantes avec la méthode de la
silhouette. (C) Scores calculés pour les cellules malignes d’un patient représentatif (n°25), selon leur
cluster précédemment attribué. La comparaison des distributions des scores entre clusters a été réalisée
avec le test de Mann-Whitney, suivi par une correction des p-values selon la méthode de Bonferroni (**
= p-value ajustée < 0.001). (D) Niveau d’expression en log2(TPM+1) du géne SNAI2 dans les cellules
malignes du patient n°25, selon leur cluster précédemment attribué. L’expression différentielle a été
testée avec la fonction FindAllMarkers de Seurat, suivi par une correction des p-values selon la méthode
de Bonferroni (** = p-value ajustée < 0.001).

Un protocole approprié permet la dissociation d’échantillons FFPE de carcinomes
épidermoides de la cavité orale en éléments cellulaires individuels

A ce jour, il n’existe pas de données RNAseq ‘single-cell” pour des OSCC canins, une difficulté
pour cela étant entre autres la disponibilité de tissus frais, sur lesquels les techniques actuelles
sont basés. Afin de surmonter cette problématique, et avec 1’objectif a long terme de réaliser du
RNAseq ‘single-cell’, nous avons évalué la faisabilité d’isoler des suspensions cellulaires de
qualité appropriée a partir d’échantillons de OSCC canins, sur la base d’une procédure déja
établie au laboratoire pour des tumeurs humaines. L’échantillon FFPE canin analysé ici était un
carcinome épidermoide lingual bien différencié provenant d’un Epagneul Breton méale de 9 ans.
Des sections de 1I’échantillon ont été colorées a I’Hémalun-Eosine (HE), montrant la présence
a la fois de tissu néoplasique et de stroma (fig 14A). La dissociation enzymatique et mécanique
avec le kit Miltenyi ‘FFPE tissue dissociation’ a permis de générer une suspension cellulaire
d’environ 900,000 ¢léments cellulaires individuels a partir de sections de 1’¢chantillon FFPE.
Le nombre final de cellules était limité, surtout en comparaison de tentatives précédentes sur
des échantillons FFPE de OSCC humains (données non montrées), ce qui est
vraisemblablement di a la plus petite taille de 1’échantillon canin. Les cellules dissociées ont
ensuite été colorées avec du DAPI pour sélectionner spécifiqguement les cellules « intactes »
contenant un noyau, et les cellules DAPI-positives ont été triées sur un BD FACSARIA 111
(fig 14B). Afin dévaluer la qualité et la quantité d’ARN obtenue, nous avons ensuite réalisé une
extraction d’ARN « bulk » sur la population DAPI-positive. La quantité d’ARN extraite était
trop faible pour étre quantifiée sur un systeme Agilent 4200 TapeStation (données non
montrées) et n’a pas pu étre analysée au-deld. Par conséquent, il est possible de générer des
suspensions de cellules uniques & partir d’échantillons FFPE de OSCC canins, mais la
procédure nécessite d’étre optimisée pour le séquencage ARN.
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APC-A

Figure 14 : Dissociation en éléments cellulaires individuels et tri cellulaire a partir d’un
carcinome épidermoide oral canin. (A) Coloration a I’Hémalun-Eosine de 1’échantillon de
carcinome épidermoide lingual canin sélectionné pour la dissociation. (B) Visualisation de la population
DAPI-positive pendant le tri des cellules intra-tumorales dissociées.

I11. Discussion

Modifications observées au sein des OSCC humains et canins par rapport au tissu
normal

L’analyse par fGSEA a mis en évidence une concordance importante entre les trois jeux de
données, Vvis-a-vis des signatures enrichies dans les échantillons néoplasiques par rapport aux
échantillons normaux. Cela est d’autant plus marquant qu’il s’agit de différentes espéces
(Homme et Chien), et différents types d’échantillons (échantillons entiers dans le jeu du TCGA,
tissu néoplasique macroscopiquement disséqué dans celui de Liu, et tissu épithélial
microdisséqué dans celui de Guscetti). Cela renforce I’hypothése que les signatures
concordantes reflétent des processus importants au sein des OSCC chez I’Homme et le Chien.
La variation de la pureté des échantillons considérés — avec plusieurs niveaux de
(micro)dissection — suggére de plus que les signatures concordantes reflétent des processus
impliquant les cellules néoplasiques, et pas seulement les cellules stromales. Parmi les
signatures concordantes, la signature TEM faisait partie des trois signatures les plus enrichies
dans tous les jeux de données, suggérant que la TEM est un processus clé associé a la
carcinogenése dans les OSCC humains et canins.

Toujours en comparant tumeurs et tissu normal, nous avons observé que les profils
d’expression différentielle des cing FT majeurs de la TEM différaient entre jeux de données.
En effet SNAIL etait significativement surexprimé dans le jeu de Liu, SNAI2 dans celui du
TCGA, et ZEB2 dans celui de Guscetti. Pour autant aucun n’était significativement sous-
exprimé dans les tumeurs, quel que soit le jeu de données. Une explication possible & ces
observations est que différents FT majeurs dominent I’induction du phénotype de TEM dans
ces différents jeux de donnees, comme déja suggéré [5]. Alternativement, il est possible que
malgré des modes de régulation similaires entre cohortes, le manque de sensibilité et de

puissance statistique empéche 1’identification de tous les geénes différentiellement exprimés
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dans certains jeux de données. Dans ce cas de figure, on s’attendrait a ce qu’un géne
significativement surexprimé dans une cohorte avec peu de puissance statistique soit également
significativement surexprimé dans les cohortes avec plus de puissance statistique (comme celle
du TCGA). Ce n’est cependant pas ce que 1’on observe, ce qui rend cette hypothése peu
plausible comme seul facteur explicatif des différences observées entre jeux de données. Enfin
une explication possible a notre observation est qu’il existe une hétérogénéité entre échantillons
tumoraux et/ou normaux, d’ou une variation des résultats obtenus selon la composition de la
cohorte. C’est notamment cette hypothése que nous avons étudié dans la suite de notre travail.

Etude de I’hétérogénéité inter-tumorale des OSCC humains et canins

Dans notre étude, I’expression des cinq FT majeurs de la TEM — SNAI1/2, TWIST1, ZEB1/2
— corrélait significativement avec la signature TEM dans les OSCC humains du TCGA. Une
tendance similaire a pu étre observée dans les OSCC canins du jeu de données de Liu, dans
lequel le nombre d’échantillons limite cependant la puissance de 1’analyse. Une différence
importante dans les jeux de données canins consiste en 1’absence d’information sur I’expression
de TWISTL. En effet, et bien que TWISTL1 soit référencé chez le Chien [4,316], ce géne n’est
pas présent et/ou annoté par ENSEMBL [317] dans le génome de référence CanFama3.1. Plus
généralement, le génome canin n’est pas aussi bien connu et décrit que le génome humain. Cela
constitue un défi supplémentaire dans les études basées sur le RNAseq chez le Chien comme
cela diminue la proportion de lectures (‘reads’) susceptibles d’étre alignées au génome, et donc
la proportion de lectures informatives. Tandis que de précédentes publications ont proposé des
FT candidats en tant que régulateurs principaux de la TEM au sein des OSCC [4,5,8-12], nos
résultats invitent a la prudence quant a I’importance relative des FT majeurs de la TEM. En
effet, nous avons observé qu’a la fois les échantillons sains et tumoraux montraient une
hétérogénéité vis-a-vis de I’expression des FT majeurs de la TEM, ce qui est susceptible
d’influencer les résultats de toute comparaison entre tissu sain et tumoral, en fonction de la
composition de la cohorte.

Au cours de I’analyse du jeu de données du TCGA, la pureté des tumeurs corrélait
négativement avec la signature TEM, mettant en évidence la pureté comme un facteur de
confusion potentiellement crucial dans I’étude de la TEM et de sa régulation. En effet les
échantillons humains du TCGA, et canins du jeu de Liu, n’ont pas ét¢ microdisséqués. Par
conséquent leurs profils d’expression génétiques représentent le profil d’expression moyen des
cellules malignes et du micro-environnement. De fagon intéressante, nous avons également
observé que la pureté des OSCC humains du sous-type moléculaire ‘Mesenchymal’ était
significativement inféricure a la pureté des OSCC attribués a d’autres sous-types moléculaires.
Cela soutient 1’idée déja proposée que le sous-type ‘Mesenchymal’ refléterait — au moins en
partie — une plus grande proportion de cellules non néoplasiques mésenchymateuses dans
1I’échantillon. Puram et al. ont ainsi estimé qu’en faisant abstraction des cellules stromales, les
cellules néoplasiques des échantillons de sous-type ‘Mesenchymal’ avaient un profil
d’expression correspondant au sous-type ‘Basal’ (ou ‘Malignant-Basal’) [12].

Pour aller plus loin, nous avons pu sélectionner une sous-population d’OSCC humains avec
de hautes estimations de pureté. Au sein de ces tumeurs, I’expression des FT majeurs de la TEM
continuait de corréler significativement avec la signature TEM, ce qui indique que les variations
de pureté tumorale n’expliquent pas toutes les variations observees dans le phénotype TEM et
dans sa régulation. Au contraire, les variations indépendantes du micro-environnement reflétent

vraisemblablement un processus de TEM des cellules malignes, processus associé a
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I’augmentation de I’expression des cinq FT majeurs de la TEM a I’échelle de la tumeur. En
plus de prendre en compte les estimations de pureté tumorale, une autre approche intéressante
pour acquérir des informations centrées sur le tissu néoplasique est d’utiliser des données de
tissu néoplasique microdissequé, comme dans le jeu canin de Guscetti et al. [5]. Cependant la
profondeur de séquencage dans les échantillons microdisséqués du jeu de Guscetti limitait les
possibilités d’étude de I’expression des FT de la TEM a I’échelle de 1’échantillon.

Etude de I’hétérogénéité intra-tumorale des OSCC humains

En utilisant des données RNAseq ‘single-cell’ pour étudier I’hétérogénéité entre cellules, en
lien avec le processus de TEM, nous avons identifié des sous-populations de cellules malignes
chez des patients individuels, avec des caractéristiques respectivement plus épithéliales ou
mésenchymateuses. Cela est cohérent avec 1’idée que la TEM n’est ni un phénomene global se
produisant dans toutes les cellules malignes d’une tumeur, ni un processus binaire entre deux
états opposés [187,318]. Les sous-populations avec un profil moins épithélial et/ou plus
mésenchymateux avaient également une expression plus importante de SNAI2. Les autres FT
majeurs de la TEM n’ont quant a eux pas été détectés, ou seulement a un faible niveau, dans la
plupart des cellules malignes. Par conséquent, une possibilité est que la TEM soit influencee
principalement par SNAI2 dans les cellules malignes de ces patients. Cependant, les
technologies de RNAseq ‘single-cell’ ne permettent actuellement qu’une faible profondeur de
séquencage par cellule, ce qui entraine une mauvaise sensibilité pour les genes qui ne sont pas
fortement exprimés dans une cellule donnée. Par conséquent, et compte-tenu du fait que SNAI2
était exprimé a des niveaux relativement élevés dans les échantillons ‘bulk’ de notre analyse
par comparaison aux autres FT, il est difficile d’exclure I’implication des autres FT majeurs de
la TEM chez les patients de ce jeu de données. Notre caractérisation du phénotype TEM a
I’échelle de la cellule unique reste préliminaire, et un travail plus précis est nécessaire afin
d’identifier plus clairement la dynamique et les états intermédiaires de la TEM dans les OSCC.

Dissociation d’échantillons FFPE de carcinomes épidermoides oraux

Il n’y a actuellement pas de données de RNAseq ‘single-cell’ pour les OSCC Canins. Vis-a-vis
de la dissociation des échantillons FFPE, nous avons réussi a obtenir des suspensions cellulaires
a partir d’un échantillon de OSCC canin, comme cela avait pu étre fait pour des OSCC humains
au sein du laboratoire. Cependant, une problématique émergeant de ces expériences
préliminaires est la quantité finale d’ ARN obtenue, relativement faible par rapport a la quantité
de cellules extraites. Hormis des difficultés techniques au cours du processus d’extraction, nous
devrions également consideérer des difficultés spécifiques de cette procédure. En effet, dissocier
des cellules dans I’optique de réaliser du séquengage ARN ‘single-cell’ n’a jamais été réalisé a
notre connaissance. Par exemple, il est possible qu'une partie de I’ARN soit libéré des cellules
pendant ou apres le processus de dissociation, et qu’il soit donc perdu avant I’extraction d’ARN.
La réalisation de I’extraction d’ARN sur échantillon frais et/ou échantillon FFPE non dissocié
auraient fourni des contrbles pertinents afin de préciser la nature du probléeme. Bien que
présentant un défi certain, developper une technologie permettant du RNAseq ‘single-cell’ a
partir d’échantillons FFPE présenterait des avantages significatifs par rapport au RNAseq
‘single-cell” conventionnel. En particulier, travailler sur échantillons FFPE faciliterait
grandement le recrutement des cas, et pourrait limiter les modifications dans les profils
d’expression des cellules vivantes.
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CONCLUSION

Les carcinomes épidermoides de la téte et du cou (HNSCC) affectent aussi bien ’Homme que
le Chien. lIs représentent un défi important dans ces deux espéces, de par la morbidité et
mortalité qui leur sont associees. Bien que de méme origine histologique, les HNSCC sont un
groupe hétérogene de cancers. En particulier, leur localisation primaire affecte leur
comportement biologique, le pronostic, ainsi que les possibilités thérapeutiques. Il est crucial
que les futures études fournissent des informations précises sur la localisation des HNSCC
étudiés, et s’accordent quant aux définitions des différentes régions de la téte et du cou (cavité
orale et oropharynx en particulier).

Au sein de la cavité orale spécifiqguement, les carcinomes épidermoides sont des cancers
prééminents chez I’Homme (plus de 90 % des cancers oraux) et chez le Chien (18-28 % des
cancers oraux). Les OSCC dans ces deux especes présentent par ailleurs de nombreuses
similarités au plan histologique et transcriptomique. Leur comportement biologique est
également similaire, avec une forte agressivité locale tandis que les métastases sont tardives.
La prise en charge de ces cancers repose majoritairement sur la chirurgie et la radiothérapie.
Des approches complémentaires peuvent étre utilisées, notamment en cas de métastases ou de
tumeur non resécable. Celles-ci incluent la chimiothérapie, les thérapies ciblées voire
I’immunothérapie qui prend une place de plus en plus importante chez ’Homme.

L’objectif principal de notre étude expérimentale était d’investiguer la régulation de la
Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) par les facteurs de transcription (FT) majeurs
SNAI1/2, TWIST1, ZEB1/2 dans les OSCC humains et canins, a travers une analyse comparée
de jeux de données RNAseq ‘bulk’ et ‘single-cell’. Un second aspect de notre projet était de
mettre au point une procédure permettant d’isoler des cellules uniques, a partir d’échantillons
FFPE d’OSCC canins, avec I’objectif a long terme de réaliser du RNAseq single-cell a partir
d’échantillons FFPE.

Notre étude a confirmé la présence d’une forte signature TEM dans les OSCC humains et
canins, malgré une importante variabilité inter-échantillons. A 1’échelle de la tumeur, la
signature TEM corrélait de plus avec 1’expression de I’ensemble des FT majeurs étudiés. Dans
les données humaines, la pureté des échantillons était un facteur de confusion potentiel pour
I’étude de la TEM, mais n’expliquait pas I’ensemble des variations observées. A 1’échelle de la
cellule unique, nous avons pu observer que SNAI2 était surexprimé dans des sous-populations
de cellules malignes humaines avec des caractéristiques plus mésenchymateuses et/ou moins
épithéliales. Du fait du manque de sensibilité de la technologie ‘single-cell’, nous ne pouvons
cependant exclure un réle des autres FT majeurs de la TEM dans les cellules étudiees. Dans
I’ensemble, nos résultats invitent donc a la prudence quant aux publications proposant un FT
candidat comme régulateur principal de la TEM au sein des OSCC. Notre caractérisation du
phénotype TEM a 1’échelle de la cellule reste préliminaire, et un travail plus précis est
nécessaire afin d’identifier la dynamique et les états intermédiaires de la TEM dans les OSCC.
Par ailleurs, des approches complémentaires (IHC, hybridation in situ...) seraient pertinentes
afin de préciser I’hétérogénéité et la distribution spatiale du processus de TEM au sein des
tumeurs canines.

Vis-a-vis de la dissociation des échantillons FFPE, nous avons réussi a obtenir des suspensions

cellulaires a partir d’un échantillon de OSCC canin. La quantité finale d’ARN obtenue était

cependant plus faible qu’attendue, en faveur de difficultés techniques ou conceptuelles

associées a I’extraction, et nécessitant d’étre résolues pour le séquengage. Bien que présentant
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un défi certain, développer une technologie permettant du RNAseq single-cell a partir
d’échantillons FFPE présenterait des avantages significatifs par rapport au single-cell
conventionnel. En particulier, travailler sur échantillons FFPE faciliterait grandement le
recrutement des cas, et pourrait limiter les modifications dans les profils d’expression des

cellules vivantes.
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Annexe 1 : Hétérogénéité inter-tumorale dans I’expression des FT majeurs de la TEM et
dans la signature de TEM, au sein de la cohorte de Guscetti et al. Les échantillons ont été
séparés selon leur statut (normal ou tumoral), et ordonnés selon leur score ‘TEM Hallmark’ adapté. Les
courbes montrent le niveau d’expression en log2(TPM+1) des FT majeurs de la TEM dans le jeu de
données de Guscetti.

La présence de nombreux niveaux d’expression a « 0 » (ou événements de ‘drop-out’) refléte
ici le manque de sensibilité pour la détection des génes faiblement exprimés. La profondeur de
séquencage au sein de la cohorte de Guscetti semble donc trop basse pour permettre une analyse
via ce type d’approche.
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Résumé

Les carcinomes épidermoides oraux (OSCC) sont prééminents parmi les cancers oraux du
Chien et de I’'Homme, avec de nombreuses caractéristiques histologiques communes entre ces
deux especes. Quelques études basées sur le séquencage ARN (RNAseq) ont également
rapporté des similarités potentielles entre OSCC canins et humains. Ces similarités incluaient
la présence d’un processus de Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM). La TEM met en
jeu les facteurs de transcription (FT) majeurs SNAI1/2, TWIST1 et ZEB1/2, avec des données
contradictoires quant a leur importance relative au sein des OSCC. L’objectif principal de notre
étude était d’investiguer la régulation de la TEM par ces cing FT dans les OSCC humains et
canins, a travers une analyse comparée de jeux de données RNAseq ‘bulk’ et ‘single-cell’. Un
second aspect de notre projet était d’évaluer une procédure pour isoler des cellules uniques a
partir d’échantillons FFPE d’OSCC canins, avec I’objectif a long terme de réaliser du RNAseq
‘single-cell’ a partir d’échantillons FFPE. Notre étude a confirmé la présence d’une forte
signature TEM dans les OSCC humains et canins. A 1’échelle de la tumeur, la signature TEM
corrélait avec I’expression de I’ensemble des FT étudiés. Dans les données humaines, la pureté
des échantillons était un facteur de confusion potentiel pour I’étude de la TEM, mais
n’expliquait pas I’ensemble des variations observées. A 1’échelle de la cellule unique, SNAI2
était surexprimé dans des sous-populations de cellules malignes humaines avec des
caractéristiques plus mésenchymateuses et/ou moins épithéliales. L’ implication des autres FT
ne pouvait étre exclue. Enfin nous avons généré des suspensions cellulaires a partir
d’échantillons FFPE d’OSCC canins. En résumé, nos données soulignent des similarités entre
OSCC humains et canins vis-a-vis de la TEM, ainsi que l’importance de prendre en
considération 1I’hétérogénéité inter- et intra-tumorale pour 1’étude de processus comme la TEM.

Mots-clés
Epithélioma spinocellulaire, Homme, Chien, Modéles animaux, Transcriptome

Jury

Président du jury Pr BLAY Jean-Yves
Directeur de these : Pr PONCE Frédérique
assesseur Dr TORTEREAU Antonin
Membre invité : Dr MAHTOUK Karéne

s § VetAgro Sup



