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Résumé : Impact de la biopsie liquide dans le mélanome uvéal primitif et métastatique 

Le mélanome uvéal (MU) est le cancer intraoculaire primitif le plus fréquent chez l’adulte. Malgré une 

prise en charge médico-chirurgicale adaptée permettant un contrôle local de la tumeur dans plus de 90% 

des cas, on estime qu’environ 50% des patients présenteront des métastases, principalement hépatiques, 

dans les 10 années suivant le diagnostic. La dissémination métastatique du MU s’effectue uniquement 

par voie hématogène. Détecter le plus précocement possible la présence de cellules tumorales dans le 

sang circulant permettrait une prise en charge très précoce des patients, avant la survenue des métastases 

hépatiques. Depuis quelques années, la biopsie liquide (BL) s'est imposée comme un moyen non invasif, 

reproductible et prometteur d'obtenir un diagnostic, un pronostic et un suivi théranostique de patients 

atteints de tumeurs solides. La BL concerne le sang ainsi que tout liquide humain, et permet entre autres 

d’identifier plusieurs paramètres tumoraux comme les cellules tumorales circulantes (CTCs) ou l’ADN 

tumoral circulant.  

 

L’objectif de ce travail de thèse était d’évaluer la place de la BL, et notamment des CTCs, dans le MU 

primitif et métastatique.  

 

Dans un premier article, nous avons réalisé une revue de la littérature sur les biopsies liquides afin : (i) 

de faire un état des lieux des connaissances sur la BL dans le MU, (ii) d’identifier les différents 

marqueurs évaluables dans le MU, (iii) de recenser les différentes techniques d’identification des 

marqueurs tumoraux, et (iv) de relever les limites techniques actuelles. Nous avons conclu que monitorer 

les CTC était actuellement le paramètre le plus pertinent dans la mesure où elles sont le reflet vivant de 

la dissémination spatio-temporelle des cellules tumorales. Nous avons également observé des 

discordances entre les résultats des différentes études, dues à une grande diversité des techniques pré 

analytiques et des cohortes analysées.  

Afin de déterminer la technique la plus adaptée à l’identification des CTC dans le MU, nous avons dans 

un deuxième article comparé in vitro 4 dispositifs de capture des CTC en utilisant une lignée de MU 

métastatique (OMM 2.3). Les cellules étaient filtrées à la fois en utilisant du milieu cellulaire (RPMI) 

et du sang veineux provenant de volontaires sains. Nous avons successivement comparé le Vortex VTX-

1 (Biosciences, Pleasanton, CA, USA, système micro fluidique), le ClearCell FX (ClearBridge, 

Biolidics, Singapore, système micro fluidique), l’ISET (Rarecells, Paris, France, système de filtration 

par taille) et le Cellseach (Menarini Silicon Biosystems, Florence, Italie, système immun magnétique). 

Les taux de capture, étaient de 39,2%, 22,2%, 8,9% et 1,1% pour l’ISET, le Vortex VTX-1, le ClearCell 

FX et le Cellseach, respectivement. Nous avons également comparé ces dispositifs en termes de 

reproductibilité, de facilité d’utilisation, de rapidité, d’ergonomie, et de capacité à réaliser des analyses 

cytogénétiques post analytiques. Ces expérimentations nous ont permis d’identifier le dispositif de 

capture des CTC ainsi que le protocole analytique les plus adaptés. Nous avons mis au point une 

technique rapide, fiable et reproductible de capture des CTC en utilisant le système de filtration micro 

fluidique Vortex VTX-1 suivi de l’immunocytochimie par Melan A.  

 

Suite aux conclusions de ce travail in vitro, nous avons maintenant débuté l’application clinique chez 

nos patients présentant un MU primitif ou métastatique en utilisant le système de filtration micro 

fluidique Vortex VTX-1. Enfin, nous avons publié un 3e article détaillant la mise en place d’une 

biobanque dédiée à l’onco-ophtalmologie au CHU de Nice. Une biobanque dédiée, sécurisée et 

accréditée est essentielle pour collecter des échantillons de haute qualité afin de promouvoir la recherche 

translationnelle et multicentrique en oncologie oculaire. 

 

Mots-clés : mélanome uvéal, biopsie liquide, cellules tumorales circulantes, vortex, biobanque



 Abstract : impact of liquid biopsy in primary and metastatic uveal melanoma 

Uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular malignancy in adults. Despite 

appropriate medical and surgical management allowing local control of the tumor in more than 90% of 

cases, it is estimated that about 50% of patients will present metastases, mainly hepatic, within 10 

years of diagnosis. Metastatic spread occurs only hematogenously. Detecting the presence of tumor 

cells in circulating blood as early as possible would allow very early management of patients before 

the occurrence of liver metastases. In recent years, liquid biopsy (LB) has emerged as a non-invasive, 

reproducible and promising way to obtain a diagnosis, prognosis and theranostic follow-up of patients 

with solid malignancies. LB concerns blood as well as any human fluid and allows identifying several 

tumor parameters such as circulating tumor cells (CTCs) or circulating tumor DNA. 

The aim of this thesis work was to evaluate the place of LB, and in particular CTCs, in primary and 

metastatic UM.  

In a first article, we conducted a review of the literature on liquid biopsies in order to: (i) assess the 

current status of LB in the UM field, (ii) to identify the different markers evaluable in the MU, (iii) to 

assess the different techniques for identifying these tumor markers, and (iv) to report the current 

technical limitations. We concluded that monitoring CTCs is currently the most relevant parameter as 

they are a living expression of the spatio-temporal dissemination of tumor cells. We also observed 

discrepancies between the different studies results, due to a wide variety of pre-analytical techniques 

and cohorts analyzed. 

In order to determine the most suitable technique for the identification of CTCs in MU, we have in a 

second article compared in vitro 4 CTC capture devices using a metastatic UM line (OMM 2.3). The 

cells were filtered using both cellular medium (RPMI) and venous blood from healthy volunteers. We 

successively compared the Vortex VTX-1 (Biosciences, Pleasanton, CA, USA, microfluidic system), 

the ClearCell FX (ClearBridge, Biolidics, Singapore, microfluidic system), the ISET (Rarecells, Paris, 

France, size filtration system) and the Cellseach (Menarini Silicon Biosystems, Florence, Italy, 

immunomagentism system). Recovery rates were 39.2%, 22.2%, 8.9% and 1.1% for the ISET, Vortex 

VTX-1, ClearCell FX and Cellseach, respectively. We also compared these devices in terms of 

reproducibility, ease of use, speed, ergonomics, and ability to perform post-analytical cytogenetic 

analyses. These experiments allowed us to identify the most suitable CTC capture device and 

analytical protocol. We have developed a fast, reliable and reproducible CTC capture technique using 

the Vortex VTX-1 microfluidic filtration system followed by Melan A immunocytochemistry. 

Following the conclusions of this in vitro work, we have now started clinical application in our 

patients with primary or metastatic MU using the Vortex VTX-1 microfluidic filtration system.  

Finally, we published a third article on the establishment of a dedicated biobank to ophthalmic 

malignancies at the University Hospital of Nice. A secure and accredited dedicated biobank is 

essential to collect high-quality samples to promote translational and multicenter research in ocular 

oncology. 

Key-words: uveal melanoma, liquid biopsy, circulating tumour cells, vortex, biobank   
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              This work is licensed under a Creative Common Attribution 

2 
 

 

Partie I- Généralités 

 

1.1.  Le mélanome uvéal (MU) 

Anatomiquement, l’uvée comprend l’iris, les corps ciliaires et la choroïde. Le MU nait de la 

choroïde dans 90% des cas, des corps ciliaires dans 6% des cas et de l’iris dans 4% des cas 

(Singh et al., 2011).  

1.1.1.  Epidémiologie du MU 

Le MU est la tumeur intraoculaire primitive la plus fréquente chez l’adulte. Sa prévalence est 

estimée à 6 cas / millions d’habitants (Jager et al., 2020). En France, entre 400 et 450 cas sont 

diagnostiqués annuellement ce qui en fait un cancer rare. En comparaison, environ 1500 cas 

sont annuellement diagnostiqués aux Etats-Unis (Chattopadhyay et al., 2016). Les dernières 

études épidémiologiques ne retrouvent pas d’augmentation significative de l’incidence du MU 

au cours des dernières décennies (Aronow et al., 2018; Singh et al., 2011). Certaines 

variations géographiques sont retrouvées avec par exemple une incidence plus importante en 

Europe du Nord (8 cas / millions d’habitants) comparativement à l’Europe du Sud (environ 3 

cas / millions d’habitants)(Aronow et al., 2018). Le MU est plus rarement rencontré parmi les 

populations hispaniques et africaines (Branisteanu et al., 2021). Le sexe ratio est de 1. L’âge 

moyen de découverte se situe selon les études entre 58 et 62 ans (Branisteanu et al., 2021). 

Les facteurs de risque du MU sont notamment le syndrome BAP-1, le syndrome du naevus 

dysplasique cutané, la mélanocytose oculo-palpébrale (naevus d’Ota), le xeroderma 

pigmentosum et un phototype clair (dont les iris clairs)(Branisteanu et al., 2021). La présence 

d’un naevus choroïdien au fond d’œil, bien que fréquent puisque rencontré dans 8% de la 
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population générale, constitue un facteur de risque avec un risque cumulé de transformation 

de MU de 0,2% à 1% (Chattopadhyay et al., 2016).  

 

1.1.2.  Diagnostic 

Le diagnostic est généralement posé au stade de primitif oculaire, exceptionnellement au stade 

métastatique (moins de 4% des cas)(Smit et al., 2020). Les symptômes dépendent de la 

localisation du MU. Les MU localisés au niveau de la choroïde peuvent être longtemps 

asymptomatiques et découverts de manière tout à fait fortuite au cours d’un examen du fond 

d’œil. Les principaux symptômes sont la baisse d’acuité visuelle, les métamorphopsies, les 

photopsies ou encore les amputations du champ visuel. Les MU siégeant au niveau des corps 

ciliaires se compliquent plus volontiers de cataracte, de douleurs en rapport avec un glaucome 

par fermeture de l’angle ou pigmentaire voire d’une extension extra-oculaire visible. Enfin, 

les MU d’origine irienne peuvent être dépistés par le patient lui-même ou son entourage 

(modification de la couleur des yeux) ou au cours d’un examen ophtalmologique standard.  

Le diagnostic est réalisé, au mieux, dans un centre de référence ou de compétence en onco-

ophtalmologie. Le fond d’œil retrouve une masse choroïdienne, souvent pigmentée bien que 

des lésions achromes soient présentes dans 10% des cas (Figure 1).  
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Figure 1 : volumineux MU compliqué de décollement de rétine exsudatif.  

 

L’échographie en mode A met en évidence une décroissance de l’échogénicité assez typique . 

L’échographie en mode B identifie une lésion classiquement hypo ou iso-échogène ainsi 

qu’une excavation choroïdienne évocatrice. L’échographie, quand réalisée par un praticien 

entrainé, constitue l’examen de référence (Figure 2). L’échographie est également 

indispensable pour l’évaluation de la réponse tumorale post traitement après protonthérapie.  
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Figure 2 : échographie oculaire en mode B d’un mélanome choroidien. Avec l’aimable 

autorisation du Dr NAHON-ESTEVE (membre du DOON, www.cancerdesyeux.fr). DR : 

décollement de rétine.  

 

L’OCT confirme la nature choroïdienne de la lésion et permet de mieux identifier le 

liquide sous rétinien (Figure 3). L’angiographie à la fluorescéine, l’angiographie au vert 

d’indocyanine et plus récemment l’OCT-angiographie retrouvent une double vascularisation 

témoignant du processus de néovascularisation autonome tumorale (Figure 4). L’IRM 

orbitaire n’est généralement pas utile, sauf en cas de doute sur une extension au niveau du 

nerf optique.  

 

http://www.cancerdesyeux.fr/
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Figure 3 : OCT d’un mélanome choroidien avec mise en évidence d’un décollement séreux 

rétinien (flèche jaune). Avec l’aimable autorisation du Dr NAHON-ESTEVE (membre du 

DOON, www.cancerdesyeux.fr).  

 

Figure 4 : angiographie rétinienne au vert d’indocyanine (ICG) d’un mélanome choroidien 

montrant sa vascularisation intrinsèque (double vascularisation, flèche jaune). Avec l’aimable 

autorisation du Dr NAHON-ESTEVE (membre du DOON, www.cancerdesyeux.fr).  

 

http://www.cancerdesyeux.fr/
http://www.cancerdesyeux.fr/
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Différencier un naevus bénin d’un MU de petite taille est compliqué. Plusieurs critères 

composites (cliniques + imagerie) ont été développés pour aider l’ophtalmologiste. Les 

critères de « TFSOM » édités par Shields et al. au début des années 2000 permettent de guider 

le praticien (Shields et al., 2004) :  

- T =thickness > 2 mm en échographie en mode B, 

- F = fluid (décollement séreux rétinien) à l’OCT,  

- S = symptoms (baisse d’acuité visuelle < 4/10e) 

- O = orange pigment 

- M = Melanoma hollow à l’échographie oculaire 

L’évolutivité des lésions sur 2 examens différents (augmentation de diamètre et d’épaisseur) 

est un critère de malignité majeur à prendre en compte. Une augmentation de taille de plus de 

1,8 mm / an est particulièrement suspect.  

D’autres critères ont plus récemment été édités en 2021 avec une excellente sensibilité 

(>99%) : critères « MOLES » (Al Harby et al., 2021) : 

- M : Mushroom shape (aspect champignon) 

- O : Orange pigment 

- L : Large tumor size  

- E : Enlarging tumor 

- S : Subretinal fluid 

 

Contrairement à un grand nombre de cancers, le diagnostic de MU est uniquement posé 

sur les données de l’examen clinique et de l’imagerie. Aucune biopsie tissulaire n’est 

nécessaire avant de traiter les patients pour plusieurs raisons : 
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(i) une étude du groupe COMS (Collaborative Ocular Melanoma Study) a montré que 

la pertinence du diagnostic clinique et paraclinique était de 99% sur pièce d’énucléation 

(“Accuracy of diagnosis of choroidal melanomas in the Collaborative Ocular Melanoma 

Study. COMS report no. 1,” 1990). Et pourtant, cette étude avait été conduite en 1990, avant 

les progrès technologiques en matière d’imagerie ophtalmologique. Cela laisse penser que le 

diagnostic est extrêmement fiable quand effectué par des onco-ophtalmologues entrainés ;  

(ii) les biopsies tissulaires, qu’elles soient réalisées par voie trans-sclérale ou trans-

vitréennes, sont associées à un risque de dissémination extra-oculaire, à des complications 

intra-oculaires comme l’hémorragie intra-vitréenne ou le décollement de rétine et à un taux 

élevé de biopsie non contributive (biopsie blanche)(Frizziero et al., 2019).  

Le contexte, l’examen clinique et les examens complémentaires d’imagerie permettent 

en général d’éliminer les diagnostics différentiels comme les métastases choroïdiennes, les 

hématomes, les hémangiomes, les tumeurs vasoprolifératives périphériques ou encore la 

maladie de Coats.  

 

1.1.3. Genèse tumorale 

Ces dernières années ont été marquées par de nombreux progrès dans la 

compréhension de la tumorogénèse du MU (Pandiani et al., 2017). La région péri oculaire est 

une région unique puisque de très nombreux mélanomes peuvent s’y développer. Citons par 

exemple le MU, le mélanome conjonctival, le mélanome cutané palpébral, le mélanome 

orbitaire primitif et la métastase orbitaire de mélanome cutané (Figure 5). Bien que tous ces 

mélanomes soient « géographiquement » et « anatomiquement » très proches les uns des 
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autres (à quelques centimètres voire millimètres près), ils partagent des mutations génétiques 

parfois radicalement différentes (Rodrigues et al., 2019).  

 

Figure 5 : diversité génétique des mélanomes péri-oculaires avec profil mutationnel.  

 

Il est désormais bien établi que la génétique du MU est radicalement différente de celles du 

mélanome cutané ou du mélanome conjonctival (Rodrigues et al., 2019). En effet, les 

mutations « drivers » BRAF, NRAS, KRAS, c-Kit et NF1 retrouvées dans les mélanomes 

cutanés et conjonctivaux sont classiquement absents du MU (Brouwer et al., 2022; Pandiani et 

al., 2017). Cela explique pourquoi le MU ne répond pas aux traitements par thérapie ciblée 

anti BRAF ou anti MEK utilisées dans le mélanome cutané métastatique (Pandiani et al., 

2017).  
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Considéré comme peu mutagène, probablement en raison de la barrière hémato-oculaire, le 

MU présente cependant certaines mutations assez typiques, certaines également retrouvées 

dans les nævi choroïdiens. Il existe plusieurs mutations activatrices et inactivatrices à l’origine 

de l’oncogenèse puis de l’agressivité du MU. Des mutations activatrices de certains proto-

oncogènes au niveau des protéines G de surface GNAQ-GNA11 sont retrouvées dans plus de 

80% des MU (Chattopadhyay et al., 2016). Ces mutations sont mutuellement exclusives entre 

elles et surviennent précocement dans le processus tumoral (Onken et al., 2008). Plus 

rarement, d’autres mutations de la voie Gα11/Q (mutations PLCB4-CYSTLR2) peuvent 

survenir. Dans tous les cas, l’activation des protéines de surfaces GNA permet l’activation de 

plusieurs voies de signalisation intra cellulaires comme la voie des MAP kinases et la voie de 

signalisation Hippo (Pandiani et al., 2017). Plus tard dans la tumorogénèse, d’autres mutations 

vont survenir et détermineront l’agressivité du MU et sa propension à disséminer. Les 

mutations SF3B1 et EIF1AX sont retrouvées dans 20% des MU environ et seraient associées 

à un meilleur pronostic (Smit et al., 2020). La perte d’expression de l’anti-oncogène BAP-1 

situé sur le chromosome 3 et impliqué dans la voie des ubiquitines a été corrélée négativement 

au pronostic avec risque accru de dissémination métastatique (Smit et al., 2020).  

 

1.1.4. Evolution et pronostic 

La dissémination métastatique du MU s’effectue uniquement par voie hématogène 

(Chattopadhyay et al., 2016). Pour des raisons encore incomplètement élucidées, le foie 

constitue le principal site métastatique avec près de 90% des cas de métastases. La présence 

de métastases synchrones au moment du diagnostic est exceptionnelle (moins de 4% des 

cas)(Smit et al., 2020). Malgré une meilleure compréhension moléculaire et génétique du MU, 

on estime qu’environ 50% des patients présentant un MU développeront des métastases dans 
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les 10 ans suivant le diagnostic (Singh et al., 2011). Ce chiffre demeure inchangé depuis plus 

d’un demi-siècle, ce qui explique la complexité et la gravité du MU. La plupart des métastases 

surviennent durant les 5 premières années de suivi. Plusieurs facteurs ont été associés à un 

risque accru métastatique et sont résumés dans le Tableau 1 (Lamas et al., 2021). 

Actuellement, les données génétiques et chromosomiques constituent les facteurs 

pronostiques les plus fiables et les plus reproductibles. La classification chromosomique de 

Trolet est basée sur les altérations chromosomiques identifiée sur pièce tumorale (Trolet et al., 

2009). La perte du chromosome 3 et la trisomie du chromosome 8 (gain 8q) ont été associées 

à un haut risque métastatique (Cassoux et al., 2014). A contrario, un gain isolé du 

chromosome 6p est de bon pronostic (Trolet et al., 2009). Un profiling génétique (GEP : Gene 

Expression Profiling) basé sur le screening d’un panel de 12 gènes a également été développé 

et permet de distinguer les patients ayant un risque métastatique faible (MU de classe 1) de 

ceux ayant un risque métastatique élevé (MU de classe 2)(Onken et al., 2012). Ce test est 

commercialisé aux Etats-Unis sous le nom de DecisionDx-UM® (Castle Biosciences, 

Friendswood, TX). De manière intéressante, les MU de classe 1 sont plus souvent associées 

aux mutations SF3B1 et EIF1AX de bon pronostic, alors que les MU de classe 2 sont plus 

volontiers associés aux mutation inactivatrices de BAP 1(Smit et al., 2020).  

Cependant, l’évaluation de ces facteurs chromosomiques et génétiques ne peut 

s’effectuer que sur du tissu tumoral, principalement après une énucléation. Par conséquent, 

ces données ne sont que rarement disponibles notamment pour les patients traités de manière 

conservatrice (i.e. sans énucléation).  

En fonction du risque métastatique, une surveillance du risque métastatique est mise 

en place dès le diagnostic et repose sur la prescription d’une IRM ou échographie hépatique 

tous les 3 à 6 mois pendant au moins 10 ans.  
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Clinique Histologie Chromosomique Génétique 

Age élevé Cellules épithélioides 
ou mixtes 

Perte complète du 
Chromosome 3 

MU de Classe 2 (GEP) 

Sexe masculin Atteinte des corps 

ciliaires 

Gain 8q Mutation BAP-1 

Grande taille tumorale 

(épaisseur > 8 mm), 
stades T3 et T4 (TNM) 

Perte de l’expression 

immunohistochimique 
de BAP-1 

  

 Extension extra 
sclérale 

  

 Envahissement des 

veines vortiqueuses 

  

 Emboles vasculaires   

 Engainement nerveux   

 Présence de 
macrophages ou 

lymphocytes associés 
à la tumeur 

  

 Nécrose tumorale   

Tableau 1 : facteurs associés à un risque accru de dissémination métastatique du MU. GEP : 

Gene Expression Profile.  

 

1.1.5. Traitement  

Le traitement oculaire du MU dépend principalement de la taille tumorale et du 

pronostic visuel. Les tumeurs de petite taille et de taille intermédiaire (épaisseur < 12 mm, 

diamètre < 20 mm) sont traitées de manière conservatrice par radiothérapie ou brachythérapie 

(radiothérapie de contact). En France, le principal traitement est la protonthérapie. La 
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protonthérapie permet de distribuer un faisceau de protons de manière extrêmement ciblée 

selon un pic de Brag et est associée à un taux de contrôle tumoral sur le plan local > 90% à 5 

ans (Caujolle et al., 2013). Certaines tumeurs de grande taille, avec conservation visuelle 

possible, peuvent également bénéficier d’un traitement conservateur avec des bons résultats 

sur le plan tumoral (Bensoussan et al., 2016), même si des injections intra vitréennes  répétées 

d’anti VEGF s’avéreront nécessaires pour prévenir au mieux le syndrome de lyse tumorale  

(Bensoussan et al., 2016).  

En cas de MU de grande taille ou en cas de dissémination tumorale intraoculaire, une 

prise en charge non conservatrice par énucléation est recommandée. Dans certains cas, une 

énucléation secondaire, c’est-à-dire réalisée après réalisation d’un premier traitement 

conservateur, peut être indiquée en cas de récidive tumorale post radique, de perforation 

oculaire post radique ou de complications douloureuses (glaucome néo vasculaire par 

syndrome de lyse)(Singh et al., 2011).  

La prise en charge des métastases hépatiques ou systémiques n’est pas consensuelle et 

dépend de l’expérience de chaque centre. Les résultats sont particulièrement décevant, avec 

un décès survenant de manière quasi systématique dans les 2 ans suivant le diagnostic de 

métastase, quel que soit le traitement réalisé (Rantala et al., 2022).  On distingue les 

traitements hépatiques ciblés (chimio-embolisation hépatique, hépatectomie partielle) des 

traitements systémiques (Reichstein et al., 2022). Les immunothérapies dites 

« conventionnelles » anti PD-1 et anti CTLA-4 utilisées notamment dans le mélanome cutané 

métastatique restent particulièrement décevantes dans le MU. Le tebentafusp, une 

immunothérapie bispécifique (TCR-anti-CD3) ciblant la glycoprotéine de surface Gp 100 a 

récemment suscité de l’espoir en montrant une amélioration statistiquement significative de la 

survie globale comparativement aux patients traités par immunothérapie anti PD-1 / anti 
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CTLA-4 (Nathan et al., 2021). Cependant, plusieurs limites peuvent être soulignées : (i) le 

tebentafusp ne peut être administré qu’aux patients positifs au HLA-A*02:01, (ii) la survie 

globale à 1 an, bien qu’améliorée, reste décevante (73% versus 59%), (iii) enfin, les résultats à 

moyen terme (3-5 ans) ne sont pas encore disponibles.  

 

1.1.6. Challenges 

Les deux principaux défis dans le MU sont sa détection la plus précoce possible et le 

traitement de sa dissémination métastatique. A l’heure actuelle, compte tenu de la difficulté à 

développer un traitement efficace au stade métastatique, la voie thérapeutique la plus 

prometteuse est probablement de débuter un traitement avant la survenue de la métastase chez 

les patients les plus à risque. Ce traitement pourrait permettre d’éradiquer d’éventuelles 

cellules tumorales circulantes (CTC). Plusieurs études ont entrepris la prescription de 

traitements adjuvants chez des patients à haut risque métastatique (Chattopadhyay et al., 

2016). Une étude publiée en 2018 avait pour la première fois retrouvé une amélioration de la 

survie globale chez des patients présentant un MU à haut risque métastatique (perte du 

chromosome 3 + gain 8q ou profile génomique de Classe 2 ou taille T3/T4 selon la 

classification TNM) traités par sunitinib (inhibiteur de la tyrosine kinase) de manière 

adjuvante au traitement oculaire (Valsecchi et al., 2018). Bien que ces résultats ne se soient 

pas confirmés à plus long terme, un traitement adjuvant au moment du traitement du primitif 

oculaire apparait justifié. L’utilisation du tebentafusp chez des patients à la fois éligibles et à 

haut risque métastatique pourrait être prochainement étudié.  
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1.2. Les biopsies liquides (BL) 

1.2.1.  Les différentes biopsies liquides (BL) 

Les BL consistent à prélever un liquide biologique, le plus souvent du sang veineux 

par simple prise de sang, afin de faire le diagnostic, le pronostic voire le suivi thérapeutique 

d’un cancer. A partir du liquide prélevé, plusieurs paramètres peuvent être monitorés : les 

Cellules Tumorales Circulantes (CTCs), l’ADN tumoral circulant (ctDNA), l’ARN tumoral 

circulant (ctRNA), l’ARN tumoral non codant (nc-ARN), les exosomes et les Tumour 

Educated Platelets (TEP)(Poulet et al., 2019)(Figure 6).  

 

Figure 6 : les différentes composantes de la biopsie liquide à visée tumorale.  
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1.2.1.1.  Les cellules tumorales circulantes (CTCs) 

Les CTCs représentent des cellules tumorales vivantes capturées dans un liquide donné. 

Elles auraient été identifiées pour la première fois en 1869 par Ashworth mais ont réellement 

été recherchées dans les années 1990. Les CTCs représentent une fraction de la tumeur 

primitive ayant acquis des caractéristiques pro-métastatiques et en transit dans la circulation 

sanguine. Les CTCs seraient le reflet le plus direct des mutations cytogénétiques de la cellule 

tumorale en cours de transit métastatique (Lin et al., 2021). Plusieurs modifications 

permettent à la cellule tumorale de métastaser, notamment la transition épithélio-

mesenchymateuse (TEM). Une fois dans la circulation sanguine, une grande partie des CTCs 

serait détruite en raison des turbulences hémodynamiques de la circulation sanguine et du 

système immunitaire. Seul un faible nombre de CTCs survivra, notamment grâce à de 

multiples interactions avec les éléments figurés du sang comme les PNN ou les plaquettes 

(Heeke et al., 2019) et gagneront leur site métastatique ou rentreront en état de dormance 

tumorale (stade de quiescence)(Asnaghi et al., 2015).  

Les CTCs ont principalement été étudiées comme facteur pronostic dans de multiples 

cancers solides comme le cancer pulmonaire, prostatique, le cancer du sein ou encore le 

cancer colo-rectal (Poulet et al., 2019). Capturer une CTC, l’isoler puis la révéler à partir 

d’une simple prise de sang est un processus complexe, parfois fastidieux et non standardisé 

(Ju et al., 2022). Schématiquement, 3 phases doivent être distinguées (Tableau 2) : 

- La phase pré-analytique : elle consiste à capturer la CTC et à l’isoler des éléments 

figurés du sang. Plusieurs méthodes sont possibles et consistent soit en un isolement 

des CTCs grâce à un marquage spécifique (système immunomagnétique consistant à 

enrichir sélectivement les CTCs en les capturant grâce à un système de micro-billes 

aimantables), soit un isolement des CTCs grâce à leur propriétés physiques (système 
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microfluidique consistant à isoler les CTCs en se basant sur leurs propriétés élastiques 

et mécaniques) soit en une détection directe sur filtre. Actuellement, seul le système 

d’isolation immunomagnétique CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, Florence, 

Italie) a reçu l’agrément de la FDA (Food and Drug Administration) dans le pronostic 

des cancers prostatiques, colorectaux et mammaires et représente, de facto, le gold 

standard (Ferreira et al., 2016).  

- La phase analytique : elle consiste à révéler la CTC isolée. Plusieurs techniques 

d’énumération sont possibles. L’isolement immunomagnétique est actuellement la 

technique la plus utilisée dans le MU, grâce à l’utilisation d’un ou plusieurs anticorps 

spécifiques du mélanome. Les marqueurs généralement recherchés sont MCAM, 

MSCP, gp100.   

- La phase post-analytique : elle consiste à réaliser des analyses complémentaires sur 

les CTCs isolées telles que de la cytogénétique, de la proteomique, du 

transcriptomique, voire de la culture cellulaire ouvrant ainsi la voie à des modèles de 

xenogreffe chez l’animal (CDX / Cell Line-Derived) (Suvilesh et al., 2022). 
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Phase Phase pré-analytique Phase analytique Phase post-analytique 

Exemples 

 

Méthode d’Immunoaffinité avec 

des stratégies d’enrichissement 

positives ou négatives (technologie 

immunomagnétique, 

microfluidique…) 

 

Méthode biophysique basée sur: 

o Taille  

o Deformabilité 

o Densité 

o Microfluidique 

o Electrophorese 

Immunofluorescence 

Immunocytochimie 

Cytométrie en flux 

Spectrométrie 

Impédance électrique 

 

Génomique 

Transcriptomique 

Proteomique 

Culture cellulaire 

Xenogreffe (CDX) 

 

Tableau 2 : les différentes phases dans l’étude des CTCs.  

 

Les CTCs ont l’avantage de représenter une fraction vivante de la tumeur et de mieux 

refléter les anomalies moléculaires à l’origine de la dissémination métastatique. Elles reflètent 

aussi l’hétérogénéité tumorale, et l’évolution spatio-temporale de clones tumoraux pour aider 

à prédire les clones cellulaires résistants. Enfin, elles offrent des possibilités post-analytiques 

uniques notamment la mise en culture cellulaire voire la xénogreffe (CDX). Cela explique 

pourquoi les CTCs représentent le paramètre le plus fidèle et prometteur des BL (Poulet et al., 

2019). Les principaux inconvénients des CTCs sont actuellement le manque de 

standardisation préanalytique et analytique concernant leur capture et leur identification ainsi 

que la complexité méthodologique rendant leur utilisation en pratique clinique quotidienne 

difficile (Ferreira et al., 2016).  
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1.2.1.2. L’ADN tumoral circulant (ct-DNA) et l’ARN tumoral circulant (ct-

RNA) 

Les ctDNA sont de petits fragments d'ADN tumoral retrouvés dans le sang suite à 

l'apoptose ou la nécrose des cellules tumorales, ou activement sécrétées par les cellules 

tumorales, reflétant ainsi les altérations génétiques de la tumeur à un moment donné chez un 

patient. (Rostami et al. 2020). Des études ont montré que les mutations identifiées dans le 

ctDNA reflètent celles de la tumeur primaire (Calapre et al. 2019 ; Kidess et al. 2015). Dans 

le MU, plus de 95 % des patients présentent des mutations récurrentes mutuellement 

exclusives affectant GNA11 (Q209, R183), GNAQ (Q209, R183), PLCβ4 (D630) ou 

CYSLTR2 (L129) (Robertson et al., 2017). Bien que ces mutations n'aient pas de valeur 

pronostique, elles permettent de détecter le ct-DNA chez la plupart des patients, en utilisant 

une approche ciblée (Beasley et al., 2018). Dans le MU, le ctDNA est détectable chez les 

patients présentant des métastases (Beasley et al. 2018 ; Bidard et al. 2014), mais également 

chez les patients avec une tumeur non métastatique (Beasley et al., 2023).  Contrairement aux 

CTCs, détecter et amplifier le ct-DNA relève de méthodologies plus standardisées. Les 

principales limites de la détection du ct-DNA sont le risque de fausse positivité lors de 

l’amplification par PCR, l’impossibilité de savoir si l’ADN identifié provient d’une CTC ou 

d’une cellule tumorale primitive apoptotique, et enfin l’impossibilité de procéder à des culture 

cellulaire ou greffe (Poulet et al., 2019). Les résultats du taux de détection du ct-DNA dans le 

MU sont pour l’instant variables selon les études (selon méthodologies utilisées, cohortes de 

patients). L’utilité des ct-DNA dans le MU est également actuellement controversé selon les 
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études, mais il apparaît que le ct-DNA aurait une valeur pronostique sur la survie meilleure 

que les CTC (Bidard et al., 2014).  

 

Le ctRNA offre la possibilité de détecter l'expression transcriptionnelle des gènes mais 

l’ARN circulant n’est pas stable dans le sang, souvent très peu abondant et de mauvaise 

qualité. Dans le MU, il a été utilisé comme marqueur indirect des CTCs. Actuellement les 

études s’orientent plutôt vers la recherche de techniques optimisées pour exploiter le ctRNA 

que sur l’impact diagnostique ou pronostique de ce marqueur (Solé et al., 2019).  

 

1.2.1.3. Les micro-ARN tumoraux non codants (mi-RNA) circulants 

(cmiRNA) 

Les mi-RNA correspondent à une fraction de l’ARN ne codant aucune protéine mais 

permettant de favoriser ou de réprimer l’expression génétique. En fonction de leur taille, on 

distingue les micro-ARN (mi-RNA) qui mesurent moins de 22 nucléotides et les longs ARN 

non codants (plus de 200 nucléotides). A ce jour, plus de 1500 mi-RNA ont été identifiés chez 

l’homme et joueraient un rôle pivot dans l’oncogenèse en régulant positivement ou 

négativement certains proto-oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs (Poulet et al., 

2019). Les miRNA peuvent être sécrétés dans les fluides extracellulaires et acheminés vers les 

cellules cibles par l'intermédiaire de vésicules extracellulaires, notamment les exosomes, les 

microvésicules et les corps apoptotiques, dans diverses conditions physiologiques et 

pathologiques, ce qui leur permet de fonctionner comme des messagers chimiques. Les mi-

RNA circulants peuvent être isolés dans de nombreux fluides biologiques (plasma, sang 

total…) (Seyhan, 2023). Dans le MU, la mise en évidence de cmiRNA est actuellement mal 
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standardisé sur le plan méthodologique, et les résultats obtenus sont actuellement 

difficilement comparables et reproductibles (Beasley et al., 2022).  

  

1.2.1.4. Les exosomes tumoraux  

Les exosomes sont de minuscules (de l’ordre du nanomètre) vésicules extracellulaires 

relâchées dans la circulation par une multitude de cellules, dont les cellules cancéreuses. Les 

exosomes contiennent de l'ADN, de l'ARN, des miARN et des protéines (Möller and Lobb, 

2020). Les exosomes permettraient de protéger les acides nucléiques de la dégradation et du 

système immunitaire durant leur trajet dans la circulation sanguine notamment.  

Les exosomes joueraient un rôle dans l’oncogenèse en régulant le micro-

environnement tumoral (Poulet et al., 2019). Ils joueraient également un rôle pivot dans la 

dormance tumorale, la réactivation tumorale et sa dissémination métastatique dans certains 

organes cibles (Martel et al., 2020a). Il existe actuellement peu de preuves de l'utilité clinique 

des exosomes dans le MU et de futures études seront nécessaires.  

 

1.2.1.5. Les tumour educated-platelets (TEP) 

Les plaquettes constituent les deuxièmes cellules les plus représentées dans la 

circulation sanguine. Plusieurs études observationnelles de grande taille ont constaté que la 

dissémination métastatique serait réduite chez les patients traités par anti-agrégants 

plaquettaires(In ’t Veld and Wurdinger, 2019). Dès lors, le rôle des plaquettes dans la 

dissémination métastatique a été évoquée. Les TEP correspondent à une fraction des 

plaquettes sanguines dévolues à la réactivation des cellules tumorales en dormance (Poulet et 

al., 2019). Certains auteurs ont démontré qu’une partie des CTCs de MU effectuaient leur 
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« hibernation », c’est-à-dire leur dormance tumorale, dans la moelle osseuse (Eide et al., 

2009). Elles seraient alors en interaction étroite avec certains éléments figurés du sang, dont 

les plaquettes, produites justement au niveau de la moelle osseuse.  

 

1.2.2. Rationnel des biopsies liquides dans le mélanome uvéal 

Les BL apparaissent particulièrement intéressantes dans le MU pour plusieurs raisons 

(Figure 7) : 

(i) Le MU métastase uniquement par voie hématogène et est donc accessible à une 

simple prise de sang. 

(ii) Aucune biopsie tissulaire n’est réalisée en routine dans le MU. La biopsie 

tissulaire est peu rentable en raison de la faible quantité de tissu prélevé, fait 

courir le risque d’une dissémination extra-oculaire, et est associé à un taux 

important de complications intra-oculaires (Frizziero et al., 2019). Une BL 

permettrait de confirmer le diagnostic et surtout obtenir des données 

cytogénétiques habituellement manquantes en pratique quotidienne ce qui 

permettait une meilleure stratification du risque métastatique. 

(iii) La BL est une technique simple et peu invasive. 

(iv) La BL pourrait permettre un diagnostic plus précoce des MU de petite taille dont 

un doute persiste avec un naevus choroïdien bénin (Grisanti et al., 2023).  

(v) La BL peut être répétée dans le temps : au moment du diagnostic, du suivi voire 

de la dissémination métastatique. Cette répétition des prélèvements dans le sang 

pourrait permettre une meilleure compréhension des mécanismes de dormance 

tumorale, de réactivation tumorale et de dissémination, notamment hépatique.  
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Figure 7 : intérêt de la biopsie liquide dans le MU.  

 

Dans le MU, 2 milieux liquidiens apparaissent particulièrement intéressants et 

complémentaires à étudier : l’humeur aqueuse (HA) et le sang veineux.  

 

1.2.2.1. L’humeur aqueuse (HA) 

 L’HA est produite par les corps ciliaires, remplit la chambre antérieure de l’œil puis 

s’évacue par le trabéculum et le réseau veineux supra choroïdien. La ponction de chambre 

antérieure (PCA) est un geste simple réalisé dans une salle dédiée en consultation permettant 

de collecter de manière peu invasive l’HA et de réaliser plusieurs analyses (bactériologiques, 

virales, cytokiniques mais également tumorale) (Figure 8).  
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Figure 8 : photographie montrant la réalisation d’une PCA. Après incision cornéenne 

périphérique, une canule est insérée et permet d’aspirer l’humeur aqueuse située entre la cornée 

et l’iris.  

 

 

A l’instar du MU, le rétinoblastome de l’enfant est une tumeur intraoculaire dont le 

diagnostic est uniquement clinique, sans nécessité de réalisation d’une biopsie tissulaire. Dans 

le rétinoblastome de l’enfant, plusieurs équipes ont démontré la présence de ct-DNA dans l’HA. 

Le monitoring du Ct-DNA intraoculaire permet de réaliser le diagnostic, mais surtout le suivi 

évolutif sous traitement par la répétition des PCA (Raval et al., 2022). Contrairement au MU, 

le rétinoblastome de l’enfant ne dissémine que rarement par voie hématogène. Cela explique 
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pourquoi la sensibilité de la PCA est supérieure à celle de la prise de sang veineuse dans le 

rétinoblastome (Berry et al., 2020). En se basant sur les travaux réalisés dans le rétinoblastome, 

plusieurs équipes ont également montré l’intérêt de la recherche de ct-DNA dans l’HA de 

patients présentant un MU (Im et al., 2022). Ces études ont permis l’identification de ct-DNA 

intraoculaire, en particulier après radiothérapie (probable relargage tumoral post apoptotique) 

mais ont également permis l’identification de mutations initiatrices (mutations GNAQ-GNA11) 

et pronostiques (mutation BAP-1)(Im et al., 2022). A terme, la principale indication de la PCA 

serait probablement une aide diagnostique en cas de lésion pigmentée intraoculaire dont il est 

difficile d’affirmer cliniquement et par imagerie multimodale s’il s’agit d’un naevus atypique 

ou d’un MU de petite taille. Cependant, il est important de souligner que les mutations 

initiatrices GNAQ-GNA11 sont également retrouvées dans les naevi choroïdiens. A ce jour, 

aucune étude n’a comparé le ct-DNA collecté dans l’HA dans des lésions choroïdiennes 

pigmentées bénignes versus malignes.  

 

1.2.2.2. Biopsie veineuse 

Si l’HA constitue une BL plutôt à visée diagnostique, la BL veineuse est quant à elle plutôt 

réalisée à visée pronostique. Le principal défi dans le MU étant la dissémination métastatique 

hématogène, le sang veineux apparait comme le compartiment de choix à monitorer. Bien 

qu’une étude ait démontré une meilleure sensibilité dans la détection des CTCs du sang artériel 

en comparaison au sang veineux dans le MU (Terai et al., 2015), une des caractéristiques des 

BL doit rester leur caractère faiblement invasif, raison pour laquelle la quasi-totalité des études 

portent sur une prise de sang veineuse. Plusieurs études ont étudié l’intérêt de la BL dans le 

MU. La recherche des CTCs et du ct-DNA chez les patients présentant un MU est présentée 

dans l’article N°1 (voir Partie III-Résultats).  

De l’ensemble de ces études, nous pouvons retenir les points suivants : 
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(i) Les CTCs et le ct-DNA sont détectés chez les patients présentant un MU primitif et 

métastatique mais pas chez les patients contrôles (patients sains ou présentant des 

lésions choroïdiennes pigmentées bénignes / naevus). La spécificité de la BL semble 

donc bonne.  

(ii) Le taux de CTCs et de ct-DNA est généralement plus importante chez les patients 

présentant un MU métastatique comparativement à ceux présentant un MU 

uniquement localisé à l’œil.  

(iii) Selon les études, le ct-DNA semble mieux corrélé que les CTCs à certains 

marqueurs histo-pronostiques 

(iv) Concernant la détection des CTCs dans le MU, il n’y aucun consensus concernant 

le système de capture idéal (immunomagnétisme, microfluidique, par taille) ni sur 

la méthode d’identification la plus adaptée (immunofluorescence, 

immunocytochimie…). Dans certaines études, la détection des CTCs apparait assez 

expérimentale et non transférable à la pratique clinique quotidienne.  
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PARTIE II - OBJECTIFS DE LA THESE 

Les objectifs de ce travail de thèse étaient les suivants :  

1. Tout d’abord, nous avons réalisé une revue de la littérature sur les BL dans le MU. 

L’objectif était de synthétiser les connaissances actuelles sur le sujet, de cerner les 

limites actuelles, de déterminer quel compartiment des BL était le plus prometteur 

(CTC, ct-DNA….) et de mettre en place un protocole de recherche dont la principale 

caractéristique serait sa réalisation en pratique clinique quotidienne (Martel et al., 

2020b).  

 

2. Nous avons ensuite cherché à déterminer la meilleure méthodologie pour isoler puis 

identifier les CTCs de MU. Pour cela, nous avons comparé 4 systèmes d’isolement 

des CTCs in vitro en utilisant une lignée de MU métastatique à la fois dans du milieu 

de conservation cellulaire et dans du sang veineux de volontaires sains. Nous avons 

comparé le rendement de chaque plateforme mais également pris en compte 

plusieurs caractéristiques intrinsèques comme la durée de traitement par plateforme, 

la reproductibilité, la facilité d’utilisation et l’application potentielle en pratique 

clinique quotidienne (Martel et al., 2023b).  

 

 

3. Une fois la meilleure technique identifiée, nous avons appliqué notre méthodologie 

à nos patients présentant un MU primitif et métastatique. Avant de débuter cette 

étude prospective, plusieurs conditions devaient être mises en place. Une convention 

entre le CHU de Nice et le Centre Antoine Lacassagne avec respect de l’anonymat 

des patients en accord avec la réglementation en vigueur a été signée. L’étude a été 

déclarée et approuvée par les autorités sanitaires Françaises. Un financement a été 
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obtenu auprès du GIRCI (Groupements Interrégionaux pour la Recherche Clinique 

et l’Innovation) méditerranée et de la Fondation des Aveugles de Guerre. Par 

ailleurs, l’utilisation de prélèvements sanguins à visée de recherche nécessite à la 

fois le consentement des patients, mais également une biobanque dédiée et certifiée 

pour cette activité. Depuis plusieurs années, une collection dédiée à l’ophtalmologie 

a été mise en place au sein de la biobanque du LPCE. Au cours de mon travail de 

thèse, et conscient qu’un travail de recherche translationnelle réalisé à partir 

d’échantillons biologiques d’origine humaine reposait grandement sur la qualité de 

ces échantillons, nous avons également  réalisé un travail de synthèse sur l’ensemble 

des prélèvements d’onco-ophtalmologie stockés dans notre biobanque, visible sur 

le site https://biobank-cotedazur.fr (Martel et al., 2023a) 

 

4. Enfin, nous avons rédigé un protocole de recherche des CTCs chez nos patients 

présentant un MU primitif et métastatique. L’inclusion a duré 2 ans, de septembre 

2021 à septembre 2023. L’objectif était d’inclure 50 patients présentant un MU et 5 

patients constituaient un groupe contrôle sain. Des résultats préliminaires de cette 

étude seront présentés dans la discussion de ce travail de thèse.  

 

 

 

 

 

 

https://biobank-cotedazur.fr/
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PARTIE III- RESULTATS 

 

3.1. Biopsies liquides en onco-ophtalmologie : état des lieux.  

Nous avons réalisé une revue de la littérature sur les BL en onco-ophtalmologie (Martel 

et al., 2020b). Cet article avait pour but de synthétiser les données actuelles relatives à la BL 

dans le MU, d’étudier les différentes méthodologies employées et leurs limites et de déterminer, 

in fine, la méthodologie la plus adaptée en vue d’une application clinique en pratique 

quotidienne chez nos patients présentant un MU primitif et métastatique. Un résumé 

synthétique de l’article est présenté ci-dessous. 

 

3.1.1. Résumé de l’article 

3.1.1.1. CTCs et MU 

- Plusieurs auteurs ont étudié les CTCs dans le MU. La plupart des prélèvements étaient 

veineux (entre 4ml et 10 ml de sang). Le processing des tubes de sang était rapide, 

généralement dans les 4 heures compte tenu de la fragilité des CTCs. Dans certains cas, 

la recherche des CTCs pouvait être réalisée dans les 72 heures suivant le prélèvement 

en utilisant des tubes de sang avec milieu protecteur (tubes CellSave pour l’utilisation 

du CellSearch). Cette analyse « différée » est intéressante dans le cadre de potentielles 

études multicentriques (Bidard et al., 2014). Les deux plateformes les plus utilisées 

étaient la plateforme immunomagnétique CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, 

Florence, Italie) et la plateforme ISET (Rarecells, Paris, France) basée sur la taille des 

CTCs. La définition d’une CTC est quasi unanime dans toutes les études. Il s’agit d’une 

cellule isolée ou en cluster (CTM = circulating tumour microemboli = agrégats d’au 
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moins 3 CTCs), de taille > 16 µm, de forme ronde ou ovale, avec un ratio nucléo-

cytoplasmique > 50% et positif à la méthode de révélation utilisée 

(immunofluorescence, immunocytologie, immunomagnétisme…). Dans certains cas, 

des marqueurs négatifs (CD34, CD45) sont également nécessaires et permettent 

d’éliminer certains éléments figurés du sang (leucocytes, macrophages, cellules 

endothéliales)(Andree et al., 2016).  

- Les principaux marqueurs positifs utilisés étaient Melan A (également appelé MART-

1), HMW-MAA (également appelé MCSP), GP-100.  

- La sensibilité des CTCs dans le MU apparait variable d’une étude à l’autre. Cela peut 

être expliqué par des méthodologies de capture et d’identification différentes, par des 

populations d’étude différentes (inclusion de MU primitif ou métastatique ou les deux) 

et par un nombre de prélèvement variable d’une étude à l’autre (d’un seul prélèvement 

à un instant « t » versus multiples prélèvements au cours du suivi). Les taux de détection 

étaient compris entre 1,6% et 93,6% (Eide et al., 2009; Tura et al., 2014). Le nombre 

médian de CTCs retrouvées se situait entre 1 et 8, ce qui est plus faible que dans 

beaucoup d’autres tumeurs solides (Martel et al., 2020b).  

- La détection sanguine des CTCs pourrait également aider au diagnostic des MU de 

petite taille. Dans une étude récente publiée en 2023, une équipe Allemande a identifié 

des CTCs chez environ 50% des patients présentant un MU de petite taille avec 

épaisseur < 2,5 mm et diamètre < 10 mm (Grisanti et al., 2023). 

- La spécificité des CTCs dans le MU est excellente. Ulmer et al. ont identifié des CTCs 

chez 19 / 52 patients (19%) mais chez aucun des 20 contrôles (Ulmer et al., 2008). Donc 

la détection des CTCs pourrait permettre de distinguer un MU d’un naevus choroïdien 

bénin. Mazzini et al, en utilisant la technologie ISET, ont détecté des CTCs chez 55% 
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des patients présentant un MU contre 0% chez les patients présentant un naevus 

(Mazzini et al., 2014).  

- Il n’y a pas de consensus concernant un éventuel lien entre la détection des CTCs et la 

présence de facteurs histo-pronostiques défavorables. Certaines études retrouvaient une 

relation entre CTCs et grande taille tumorale, MU de Classe 2 et dissémination 

métastatique alors que d’autres études n’observaient pas de lien histo-pronostique 

(Martel et al., 2020b).  

- Peu d’études ont réalisé des analyses complémentaires à partir des CTC isolées. Seule 

l’équipe de Tura et al. a recherché la présence de la monosomie 3 reconnue comme étant 

de pronostic péjoratif sur les CTCs isolées (Grisanti et al., 2023; Tura et al., 2014).  

 

3.1.1.2.  Ct-DNA et ct-RNA dans le MU 

- Dans un premier temps, la RT-PCR a été utilisée pour détecter l'ARNm spécifiques des 

cellules circulantes de MU. Ces études ont ciblé la tyrosinase, MART1 et gp100. En 

général, le ctRNA a été associée à un pronostic péjoratif. Cependant, bien que la RT-

PCR soit une technique relativement simple pour déduire indirectement l'existence de 

CTC, elle ne fournit pas d'informations phénotypiques ou génotypiques sur les CTC et 

ne permet pas de différencier les CTC de l'ARN circulant.  

- Le ct-DNA dans le MU a été moins étudié que les CTCs. L’ADN était extrait à partir 

de 6ml à 50 ml de sang veineux. Les principales cibles moléculaires amplifiées étaient 

les mutations activatrices GNAQ, GNA11, PLCβ4 et CYSLTR2.  

- La positivité du ct-DNA était de 1,1% à 97% et dépendait principalement de la 

population d’étude et de la répétition ou pas des prélèvements sanguins dans le temps 

(Martel et al., 2020b). Le taux de ct-DNA ou ct-RNA était corrélé à la sévérité de la 

maladie avec des taux plus importants détectés en cas de dissémination métastatique 
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(Bidard et al., 2014). Une étude récente a montré que le taux pré opératoire de ct-DNA 

était corrélé à la récidive locale et la survie globale chez des patients opérés de métastase 

hépatique de MU (Mariani et al., 2023). La même étude a également constaté un 

relargage sanguin du ct-DNA 48h après traitement chirurgical de la métastase hépatique 

(Mariani et al., 2023), ce qui n’avait pas été le cas dans l’étude de Charitoudis et al. qui 

ne retrouvait aucune augmentation du taux de ct-DNA après traitement chirurgical 

oculaire (Charitoudis et al., 2016).  

- Contrairement aux CTCs, le ct-DNA n’est pas spécifique car parfois détecté dans 

certains naevi choroidiens (Bustamante et al., 2021).   

- Une seule étude, celle de Bidard et al. publiée en 2014, comparait CTCs et ct-DNA dans 

le MU (Bidard et al., 2014). Les CTCs (isolées par le système CellSearch) et le ct-DNA 

(cibles moléculaires GNAQ-GNA11) étaient corrélés à la dissémination métastatique, à 

la progression sans décès et à la survie globale dans l’analyse univariée. Mais dans 

l’analyse multivariée, seul le ct-DNA corrélé à la survie et à la miliaire hépatique. Cette 

étude tend à affirmer la supériorité du ct-DNA en termes de pronostic global.  

 

3.1.1.3.  Autres composantes des biopsies liquides 

- Seule la détection des mi-RNA a véritablement été étudiée dans la littérature. Stark et 

al. ont identifié un panel de 6 mi-RNA particulièrement prévalents dans le MU (mi-

RNA 16, 145, 146a, 204, 211, 363-3p). D’autres études ont confirmé la détection du 

mi-RNA 146a dans le MU métastatique, en faisant un potentiel biomarqueur. La 

principale limite des mi-RNA réside dans le grand nombre d’études identifiant de 

nombreux mi-RNA « prometteurs » sans qu’une étude parvienne à confirmer les 

résultats de la précédente. Cela est probablement expliqué par le grand nombre de mi-
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RNA à explorer (plus de 1500). Une autre limite est l’absence d’explication réelle de 

l’action des mi-RNA sur le métabolisme du MU. Certaines études ont montré que le mi-

RNA-34a, réduit dans le MU, est impliqué dans l’inhibition l’oncogène c-MET (Martel 

et al., 2020b). Toutes ces raisons expliquent, qu’à l’heure actuelle, le dosage des mi-

RNA n’est ni réalisé ni recommandé en pratique clinique quotidienne.  

- Peu d’études se sont intéressées aux exosomes dans le MU. L’étude de Ragusa et al. 

(Ragusa et al., 2015) a montré une augmentation du mi-RNA 146 a (précédemment 

identifié dans les études sur les mi-RNA sériques) contenu dans des exosomes 

intravitréennes chez des patients présentant un MU.  

- A ce jour, aucune étude n’a investigué les TEP dans le MU. Leur rôle est pour l’instant 

spéculatif.  

 

3.1.1.4.  Conclusions et perspectives 

- A partir de cette revue, il apparait que la BL pourrait permettre une meilleure 

compréhension globale de l’oncogenèse mais surtout de la dissémination métastatique 

du MU à plusieurs moments clés : 

o La détection des CTCs, du ct-DNA voire de certains mi-RNA en intra-oculaire 

par simple PCA ou par prélèvement veineux pourrait permettre un diagnostic 

ultra précoce des MU de petite taille en cas de doute diagnostic avec un naevus 

choroïdien bénin. 

o Lors du traitement du primitif oculaire, la détection sanguine des CTCs et du ct-

DNA pourrait permettre d’établir le risque métastatique du patient. En cas de 

haut risque métastatique, une inclusion dans un essai thérapeutique impliquant 

un traitement systémique adjuvant pourrait s’avérer intéressant.  
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- A l’issue de cette revue, nous avons déterminé que la détection des CTCs dans le sang 

veineux était la technique de BL la plus prometteuse. Cependant, cette revue ne nous a 

pas permis de déterminer une méthode de référence pour l’isolation et la détection des 

CTCs.   
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Simple summary 

To date, there is no treatment for metastatic uveal melanoma. Identifying its metastatic spread 

is essential. Liquid biopsy can allow early identification of patients at risk of metastatic spread. 

Here, we aim to summarize the current knowledge on liquid biopsy in ophthalmic malignant 

tumors, including uveal melanoma. Our objective is to establish the current state of liquid 

biopsy in the ophthalmic field as well as its perspectives and limitations. 

 

 

ABSTRACT 

A tissue biopsy is considered to be the gold standard when establishing a diagnosis of cancer. 

However, tissue biopsies of intraocular ophthalmic malignancies are hard to collect and are 

thought to be associated with a non-negligible risk of extraocular dissemination. Recently, the 

liquid biopsy (LB) has emerged as a viable, non-invasive, repeatable, and promising way of 

obtaining a diagnosis, prognosis, and theragnosis of patients with solid tumors. LB refers to 
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blood as well as any human liquid. The natural history of uveal melanoma (UM) and 

retinoblastoma (RB) are radically opposed and are accessible to venous blood and aqueous 

humor liquid biopsy, respectively. Herein, we summarize the current knowledge concerning 

LB in UM, RB, conjunctival tumors, and choroidal metastases. We also develop the current 

limitations encountered as well as the perspectives.  

 

Keywords: liquid biopsy, circulating tumor cells, circulating tumor DNA, uveal melanoma, 

retinoblastoma 

 

1. INTRODUCTION 

Tissue biopsy is still considered to be the gold standard for establishing the diagnosis of cancer. 

However, a tissue biopsy is rarely repeatable over time [1], sometimes associated with 

significant morbidity, and contraindicated in several malignancies [2]. Recently, the FDA 

approved the use of Liquid biopsy (LB) as a pertinent diagnosis, prognosis, and monitoring tool 

[3], [4] in Non-Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC) to avoid invasive tissue biopsy in selected 

cases [5]. Compared to tissue biopsy, LB has indeed the advantages of being non-invasive, 

collected from multiple body fluids such as blood, urine, saliva, cerebrospinal fluid, and 

aqueous humor [6]. At molecular diagnosis, LB allows the detection of several biomarkers such 

as circulating tumor cells (CTC), circulating tumoral DNA (ct-DNA), circulating tumoral RNA 

(ct-RNA), micro RNA (miRNA), tumor-related exosomes (TRE), and tumor-educated platelets 

(TEP) [5].  

Retinoblastoma (RB) and uveal melanoma (UM) are the most common primary intraocular 

tumors in childhood and adulthood, respectively [2], [7]. Conversely to other cancers, a tissue 
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biopsy is usually not readily available in intraocular malignancies. Intraocular biopsy carries 

the risks of irreversible intraocular damages, tumoral dissemination, and low sensitivity rates 

due to the low amount of tissue harvested [8], [9]. Therefore, RB and UM are usually treated 

based on clinical and radiological findings without histological tissue confirmation [10]. This 

could explain why LB has gained in clinical practice in intraocular malignancies.  

Interestingly, RB and UM highlight two radically opposed LB paradigms. RB is an intraocular 

tumor encountered in children that develops intraocularly even in advanced stages. Metastasis 

and relapse are exceptional, and the prognosis is currently excellent [2]. UM is encountered in 

adult patients, develops intraocularly but early disseminates in the bloodstream. It is estimated 

that about half of the patients will develop further metastases and will die in the next 24 months 

despite achieving local control of the tumor [7]. Based on these clinical features, RB is more 

eligible to an “ocular LB,” whereas UM is more eligible to a “systemic LB.” 

This review aims to summarize the current knowledge on LB in solid ocular malignancies, its 

limitations, and future perspectives. This review will focus on UM, RB, conjunctival 

malignancies, and choroidal metastases. Intraocular and adnexal lymphomas are excluded from 

the field of this review.  

 

 

2. LIQUID BIOPSY IN UVEAL MELANOMA (UM) 

UM is the most common primary intraocular tumor encountered in adulthood [7]. Local 

treatments include proton beam therapy and brachytherapy for small to medium-sized tumors, 

and enucleation of the eyeball for larger tumors. UM diagnosis is based on clinical and B-scan 

ultrasonography findings. Transscleral and intravitreal UM biopsies have proven to be 
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challenging, associated with low positivity rates, intraocular complications, and extraocular 

tumor spread [11]. To date, the main indication for performing a tissue biopsy is to assess 

whether the patient is at low or high metastatic risk [12].  It has been demonstrated that around 

80% of UM harbor GNAQ and GNA11 driver mutations [13], which makes UM genetics 

radically different from cutaneous and even conjunctival melanomas [14]. Monosomy of 

chromosome 3 and loss of expression of BAP1 have been incriminated in tissue samples as 

major negative prognosis factors [15]–[17]. Local control is achieved in up to 95% of cases, 

even in larger UM [10]. Synchronous metastatic spread at the time of the primary tumor 

treatment is an exceptional finding [7]. Despite this, it is estimated that around one third to 50% 

of the patients will experience a metastatic spread in the ten years following the diagnosis 

highlighting the concept that UM cells escape from the primary tumor very early and remain in 

dormancy for a while [18], [19]. It is still unclear whether the liver is the primary metastatic 

site of UM. Despite a better molecular understanding, no treatment has shown efficacy for 

treating UM metastases [20]. When metastatic spread occurs, the overall survival (OS) does not 

usually exceed 24 months [21].  

For a few years, attention has been directed to classify UM patients as low or high metastatic 

risk based on chromosomic and genetic abnormalities. The aim is to detect as early as possible 

the metastatic spread to include patients in ongoing clinical trials [22].  

Identifying a reliable biomarker in UM would be of high clinical relevance. The ideal biomarker 

should be sensitive, specific, non-invasive, and reproducible [5]. Several pathophysiological 

factors highlight the fact that LB is a very appealing tool in UM [23]: (i) UM disseminates 

through the bloodstream many months to years before the local treatment, (ii) LB may provide 

the missing tumor genetic insights of the primary tumor and in-transit metastases, and (iii) given 

the lack of effective treatment on UM liver metastases, early LB detection of UM spread may 



40 

 

improve patient management with a quicker referral of the patient to clinical trials. Venous LB 

includes the detection of circulating tumor cells (CTCs), circulating tumoral DNA (ct-DNA) or 

RNA (ct-RNA), noncoding micro RNA (mi-RNA), tumor-related exosomes (TRE) and tumor 

educated platelets (TEP).  

 

2.1. Circulating Tumor Cells (CTCs) 

CTCs were identified for the first time in 1869 by Ashworth, who identified tumor cells in the 

bloodstream of a freshly dead patient. However, the concept of CTCs detection emerged during 

the 1990s. CTCs are through to originate from the most invasive clones of the primary 

malignancy or its metastases [24]. CTCs may allow a better understanding of the underlying 

metastatic cascade (Figure 1). Table 1 summarizes the primary studies which investigated CTCs 

in UM patients.  
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Authors Year Study 

populati

on 

Number 

of 

patients 

CTC isolation 

method and 

device 

CTC 

identificat

ion 

Mean CTC 

(range) 
Main findings Follow-

up: 

months 

(range) 

Anand et al.  2019 Primary 

and 
metastati

c UM 

39 

patients 
20 

primary 
UM 
19 

metastati
c UM 

Immunomagn

etism 
Cellsearch  

Cellsearch 

protocol: 
DAPI+ 

HMW-
MAA+ 
CD146+ 

CD45- 
CD34- 

5.9 (1-38) At initial sampling: CTC detected in 14 out of 

39 (36%) patients. CTC detected in 6/20 
(30%) primary UM and 8/19 (42%) metastatic 

UM 
During the follow-up period: CTC detected in 
21/39 (54%) of patients 

CTC were more likely detected in Class 2 UM 
(83%) 

16.4  

Tura et al.  2016 Primary 
UM 

44 UM 
patients 

Immuno-FISH 
isolation  

NKIC3 
and MCSP 

antibodies 

Median: 2.4 
(0-10.2) 

Median CTC 
in Monosomy 

3 patients: 3.4 
(0.7-10.2) 
Median CTC 

without 
Monosomy 3: 

1.2 (0.3-8.4) 

CTC detected in 40/444 (91%) patients 
Monosomy 3 detected in 23/40 (58%) patients 

Monosomy 3 on CTC associated with a higher 
TNM stage (T3) 

48 

Bande et al 2015 Primary 
UM 

Uveal 
naevi 

12 
patients 

8 
primary 

UM 
4 uveal 
naevi 

Immunomagn
etism  

CellSearch  

Cellsearch 
protocol: 

DAPI+ 
HMW-

MAA+ 
CD146+ 
CD45- 

CD34- 

UM: 1 (0-3)  
 

  

CTC detected in 50% of UM patients and 0% 
in uveal naevi 

No relationship between CTC detection and 
the UM clinical-pathological features  

25 (16-
27) 

Terai et al.  2015 Metastat
ic UM 

17 
patients 

10 
hepatic 

metastas
es 
7 extra 

hepatic 
metastas

es 

Immunomagn
etism 

CellSearch 

Cellsearch 
protocol: 

DAPI+ 
HMW-

MAA+ 
CD146+ 
CD45- 

CD34- 

Arterial: medi
an5 (1-168) 

Venous : 
median 1 (0-5) 

No morphological difference between CTC 
collected through the arterial and venous route 

Arterial blood: CTC detection in 100% of 
cases  

Venous blood: CTC detection in 52.9% of 
cases 
No correlation between CTC number and 

number and size of metastases 

None 

Tura et al 2014 Primary 
UM 

31 
patients 

Immunomagn
etism  

Immunobeads 

2 
antibodies:  

NKI/C3, 
NKI/beteb 

Median 3.5 (0-
10.2) 

CTC detected in 29/31 (93.6%) of patients 
No correlation between the CTC count and 

clinical parameters 

None 

Mazzini et 

al 
2014 Primary 

UM 
Metastat

ic UM 
Uveal 

nevi 

31 UM 
10 uveal 
nevi 

Isolation by 
size 
ISET  

Antibodies 
anti S100, 
anti 

MART-1 
and anti-

tyrosinase 

Median 8 (2-
50) 

CTC detected in 17/31 (55%) of UM patients.  
No CTC detected in uveal nevi patients 
No correlation between clinical and biological 

parameters and CTC positivity 
Detection of >10 CTC associated with a larger 

basal diameter, tumor height, disease free 
survival and OS 

24-60  

Bidard et al 2013 Metastat

ic UM 
40 

patients 
For CTC 

detection: 
Immunomage

ntism 
Cellsearch 
 

For CtDNA 
detection: 

BiPAP 
technique with 

Cellsearch 

protocol: 
DAPI+ 

HMW-
MAA+ 
CD146+ 

CD45- 
CD34- 

0 CTC: 70% 

≥1 CTC: 30% 
1 CTC: 10% 

3 CTC: 15% 
12 CTC: 2.5% 
20 CTC: 2.5% 

 
DNA quantity:  

Liver miliary associated with higher ctDNA 

levels and CTC counts 
Correlation between CTC, ctDNA and tumor 

volume assessed by liver MRI 
Univariate analysis: CTC and ctDNA 
positivity associated with PFS and OS 

Multivariate analysis: only ctDNA was 
associated with PFS and OS 

8 

(median) 
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3 mutations 
screening: 
GNAQ 

c.626A>T, 
GNAQ 

c.626A>C and 
GNA11 
c.626A>T 

Median: 
4.1ng/ml (0.5-
512) 

Pinzani et al 2010 Primary 
UM 

Healthy 
Controls 

 

41 
primary 

UM 
16 
controls 

 

 

mRNA 
detected by 

RT-PCR (41 
patients) 
CTC: isolation 

by size using 
ISET device 

(16 patients) 
Blood samples 
repeated every 

6 months 

CTC 
morpholog

y:  
cell size 
>16-

micron, 
nucleocyto

plasmic 
ratio > 
50%, 

irregular 
nuclear 

shape, 
hyperchro
matic 

nucleus, 
and 

basophilic 
cytoplasm 

PCR:  median: 
0.8 cell 

equivalent /ml 
of blood (0.1–
14.4) 

ISET:  5.8, 
2.33, 2.00, 

1.25, and 0.75 
CTC/ml 

RT-PCR positivity in 20/41 (49%) of patients 
among at least one of the blood samples 

PCR positivity associated with decreased PFS 
and OS  
CTC detected in 5/16 (31%) patients  

Tyrosinase level correlated with CTC 
detection 

55  

Suesskind 

et al 
2009 Primary 

UM 
81 

primary 
UM 

94 
samples 
before 

/after 
treatmen

t 

Immunomagn

etism 
MACS 

 

MCSP 

antibody 
Preoperative 

median CTC 
count: 1 (1-8) 

Post treatment: 
median CTC 
count: 7.5 (1-

26) 

CTC count before and after treatment 

(enucleation =7, radiotherapy stereotaxic =49, 
endoresection =19, brachytherapy =15, 

thermotherapy=4) 
Before treatment: CTC detected in 13/94 
(14%) of patients 

After treatment: CTC detected in 9/94 (10%) 
of patients 

No significant difference in terms of the CTC 
count before and after treatment 
No relationship between the CTC positivity 

and patient characteristics and metastatic 
status 

16 

(median) 

Eide et al 2009 Primary 
UM 

328 
patients 

Immunomagn
etism 

Several 
anti-
melanoma 

antibodies 
(9.2.27anti

melanoma
-
associated 

antibody, 
IgG1 Ep-1 

antibody, 
376.96 
antibody)  

Median cells 
number: 50 (1-
500) 

CTC detected in 4/328 (1,6%) patients 
Tumor cells detected in 98/328 (29.9%) 
patients in bone marrow 

No relationship between bone marrow tumor 
detection and further metastatic spread 

60  

Ulmer et al 

 
2008 Primary 

UM 

Healthy 
controls 

52 
primary 

UM 
before 
treatmen

t 
20 

healthy 
controls 

Immunomagn
etism 

MACS 
 

 

MCSP 
antibody 

Median: 2.5 
(1-5) for 50 ml 

CTC detected in 10/52 (19%) of patients 
No CTC detected in controls 

CTC positivity associated with ciliary body 
invasion, advanced local tumor stage and 
anterior tumor localization  

Multivariate analysis: only ciliary body 
involvement associated with CTC positivity 

None 
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Table1: Summary of the main studies investigating circulating tumor cells in uveal melanoma 

UM: Uveal Melanoma, NR: Not reported, DAPI: 4′,6-diamidino-2-phenylindole, HMW-MAA: 

Human high molecular weight-melanoma-associated antigen, OS: Overall survival, PFS: 

Progression Free survival, MCSP: Melanoma chondroitin sulfate proteoglycan, MACS: 

Magnetic Activated Cell Sorting 
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Figure legend:  

Interest of liquid biopsy for uveal melanoma. CTCs: circulating tumor cells, ct-DNA: 

circulating tumor DNA, ct-RNA: circulating tumor RNA, ct-miRNA: circulating mi-RNA 

 

2.1.1. CTC isolation 

In agreement with previous studies on other solid cancers, most UM studies have considered 

the venous blood for collecting CTCs. Only one study compared the venous versus the arterial 

way for collecting CTCs and concluded that arterial samples achieved higher CTCs 

identification rates (100%) compared to venous samples (52.9%)[25]. However, arterial 

samples can be associated with increased patient’s discomfort and may exceptionally provide 

complications such as bleeding, ischemia, pseudoaneurysms, and fistula formation [26].  

CTCs were collected from blood samples (from 7.5 ml to 50 ml) in combination with 

anticoagulant agents (heparin or EDTA). CTCs process was performed up to 72 hours following 

the collection [27], [28]. Immunomagnetic and sizing methods mainly collect CTCs with 

Cellsearch, which is the only FDA approved CTC collector device [25], [27]–[29]. The 

advantages of the Cellsearch device include reproducibility even if a lack of sensitivity has been 

highlighted by several authors [5]. Two studies reported the use of the ISET device [30], [31].  

 

2.1.2. CTC identification 
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CTCs may be identified directly or indirectly. Direct identification is allowed by microscopic 

examination. UM CTCs are defined as single cells or clusters measuring > 16 µm, with an oval 

shape, a nucleocytoplasmic ratio > 50%, an irregular and hyperchromatic nucleus, and 

basophilic cytoplasm [31]. Indirect identification is based on the use of multiple antibodies. 

Most studies have identified UM CTCs by using the high molecular weight melanoma-

associated antigen (HMW-MAA), also called Melanoma chondroitin sulfate proteoglycan 

(MCSP)[23], [25], [27], [28], [32], [33]. The Cellsearch circulating melanoma cell test also 

stains the cells with CD45 and CD34 antibodies to rule out leukocyte and endothelial cell 

detection [27]. Tura et al. reported high CTC detection rates using NKI/C3 and NKI/beteb 

antibodies [34]. Mazzini et al. used anti-S-100, anti-tyrosinase, and anti-MART1 antibodies 

following ISET filtration for detecting CTC [30]. Regardless of the method, little is known 

about the UM de-differentiation process during the metastatic spread. So far, most studies 

argued that screening a combination of surface markers was associated with a more accurate 

detection rate (3,4).  

 

2.1.3. Main clinical findings 

CTCs’ specificity appears to be reliable. Ulmer et al. were the first in 2008 to investigate CTC 

detection in UM and healthy patients [32]. By using an immunomagnetic device, they found 

CTCs in 19 of 52 UM patients (19%), whereas no CTCs were detected among the 20 healthy 

controls. This result was confirmed by two studies from the same Italian team in 2010 and 2014. 

Pinzani et al. and Mazzini et al. used the ISET device to detect CTCs in 31% and 55% of their 

primary and metastatic UM respectively, while no CTCs were detected in their healthy controls 

[30], [31].  
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Interestingly, CTC detection appears as being useful for distinguishing benign choroidal naevi 

from a primary or metastatic UM. By using ISET technology, Mazzini et al. were the first to 

investigate CTCs in 31 UM and ten benign uveal naevi patients [30]. CTCs were detected in 

55% of UM patients, whereas no CTCs were found in uveal naevi patients. Similarly, Bande et 

al. detected CTCs in 4 of 8 UM patients using the Cellsearch device, whereas no CTC was 

detected in patients with choroidal naevi [29]. To date, no CTC has never been identified in 

patients diagnosed with a benign choroidal lesion [29], [30]. Ophthalmologists are sometimes 

faced with challenging pigmented choroidal lesions [36], and CTCs could help to distinguish 

benign from malignant lesions. 

CTC detection rate is highly variable in the UM literature. The median number of CTCs 

detected is comprised between 1 [33] and 8 [30], which is relatively low compared to other 

solid tumors [37]. Suesskind et al. therefore questioned whether surgical manipulation of the 

primary UM could disseminate CTCs in the bloodstream [33], by taking blood samples before 

and 30 minutes after the surgery. Even if the median CTC count was more important following 

surgery (7.5 versus 1), CTCs were detected in 14% and 10% of patients before and 

postoperatively, respectively. Eide et al. found venous CTCs in only 4 of 328 (1.6%) patients 

by using an immunomagnetic method despite using multiple anti-melanoma antibodies [38]. 

By contrast, Tura et al. found CTC in 93.6% of their patients by using an immunomagnetic 

detection method associated with NKI/C3 and NKI/beteb antibodies[34]. Eide et al. and Terai 

et al. found a better detection rate when harvesting CTCs from the bone marrow and the arterial 

bloodstream respectively, compared to the venous compartment [25], [38]. CTC detection rate 

does not seem to be related to the CTC collection method since immunomagnetic and size 

isolation devices provided almost the same results [25], [29]–[31]. Of interest, as outlined by 

some authors, repeating blood samples over follow-up monitoring by using the same method 

leads to increasing CTCs detection rates [28], [31]. An increased sensitivity rate could explain 
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this by multiplying the blood samples or by the development of metastatic spread. Anand et al. 

demonstrated that CTC detection was higher during the metastatic spread (42%) compared to 

localized tumors (30%)[28]. 

The relationship between CTCs detection and UM related clinico-biological features is still 

controversial. CTC detection was found to be correlated with the diameter and height of the 

primary tumor [30], with ciliary body invasion known to be a pejorative prognosis factor in UM 

[32], with Class 2 tumors (high-metastatic risk according to the Harbour classification)[28] and 

with metastatic liver miliary [27]. By contrast, a lot of studies failed to establish any relationship 

between CTC detection, clinical and biological features [25], [29], [33], [34]. In accordance 

with several reports in other solid malignancies, Bidard et al. and Mazzini et al. found that CTC 

detection was associated with lower disease-free survival (DFS) and overall survival (OS)[27], 

[30]. Monosomy 3 is strongly associated with a poorer prognosis in UM. Interestingly, in 

2016Tura et al. achieved to assess Monosomy 3 status in isolated CTCs by using an immune-

Fish isolation technique. Monosomy 3 was found in 23 of 40 (58%) patients and was associated 

with more advanced TNM stages[34]. CTCs monitoring appears as being a reliable prognostic 

factor.  

 

2.2. Circulating tumoral DNA (ct-DNA) and RNA (ct-RNA) 

Cell-free DNA and RNA result from cell apoptosis or necrosis and are often found in the 

bloodstream under physiological conditions [39]. Among cell-free DNA, circulating tumor 

DNA (ct-DNA) and RNA (ct-RNA) are thought to originate from the primary tumor itself, the 

circulating tumor cells, or the micro or macrometastases [1]. Ct-DNA and RNA have been 

previously validated in several solid malignancies as a reliable diagnosis, prognosis, and disease 

monitoring tool [24], [40]. Recently, ct-DNA “druggable” mutations have been analyzed for 
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therapeutic purposes [41]. Only a few studies, summarized in Table 2, have investigated ct-

DNA and ct-RNA in UM. Even though ct-RNA is more unstable than ct-DNA, ct-RNA was 

the most circulating nucleic acid studied in UM.  

 

Authors Year Study 

populati

on 

Number 

of 

patients 

CTC 

isolation 

method and 

device 

Main findings Follow-up: 

months 

(range) 

Charitoudis 

et al 
2016 Primary 

UM 

undergoi
ng 

surgery 

202 
patients 

RT- PCR 
screening 

tyrosinase and 
MELAN-

A/MART-1 

RT-PCR tyrosinase positive in 2/184 (1.1%) patients before and 4/180 
(2.2%) patients after surgery 

RT-PCR MELAN-A/MART-1 positive in 20/184 (10.9%) before and in 
25/180 (13.9%) patients after surgery 

RT-PCR results on MELAN-A/MART-1 and Tyrosinase levels were not  
affected by surgical manipulation  

24 

Metz et al 2013 Primary 

and 
metastati

c UM 

28 

patients 
PCR 

screening  
GNAQ Q209 

(298 bp), 
GNAQ R183 
(212bp), 

GNA11 Q209 
(150 bp), and 

GNA11 R183 
(249 bp) 

Oncogenic GNAQ/GNA11 mutations identified in ct-DNA of 9 out of 22 

(41%) metastatic patients. 
ctDNA correlated with the metastatic status 

ctDNA detected in younger patients with larger metastases 

None 

Schuster et al 2011 Metastati

c UM 
68 

patients  
 

 

 

RT-PCR 

screening 
tyrosinase and 

MELAN-
A/MART 1 

RT-PCR positive in 43/68 (63%) patients  

31 patients positive for tyrosinase 
40 patients positive for MELAN-A /MART 1 

28 patients positive for both 
RT-PCR positivity associated with poorer PFS and OS  

10 (median) 

Schuster et al.  2007 Primary 
UM 

110 
patients 

RT-PCR 
screening 

tyrosinase and 
MELAN-A / 

MART1 
 

RT-PCR positive in 11/110 (10%) patients (5 tyrosinase, 5 MALAN-
A/MART1, 1 both) 

No correlation between RT-PCR positivity and clinical features 
Univariate analysis: relationship between RT-PCR positivity and time to 

progression and OS 
RT-PCR positivity indicated an increased risk of metastasis and disease-
specific mortality  

22 (median) 

Callejo et al 2007 Primary 
UM 

30 
patients 

 

RT- PCR 
screening 

tyrosinase and 
Melan-A  

RT-PCR positive in 29/30 (97%) patients (119 visits, 1360 samples, 2720 
PCR performed) 

No correlation between RT-PCR positivity, tumor size and treatment 

NR 

Boldin et al 2005 Primary 
UM 

41 
patients 

RT-PCR 
screening 

tyrosinase 

RT-PCR positive in 16/41 (39%) patients at baseline 
11/16 (69%) patients initially positive were negative after treatment 

RT-PCR positivity associated with decreased 5-year OS 
RT-PCR positivity not correlated with tumor size and histology 

60-66 

Keilholz et al.  

2004 
 Primary 

and 
metastati
c UM 

61 

patients 
21 
primary 

UM 
40 

metastati
c UM 

RT-PCR 

screening 
tyrosinase, 
MELAN-

A/MART-1 
and GP100 

Primary UM: tyrosinase detected in 3 (12.5%) patients, MELAN/MART 

detected in 1 (4%) patient and GP100 detected in 1 (4%) patient.  
Metastatic UM: Tyrosinase detected in 24 (60%) patients, Melan/MART 
31 (77%) patients and GP100 in 4/26 (15%) patients 

GP100 positive in 4/40 (10%) samples.  
Accuracy detection rates: Tyrosinase > Melan > GP100 

6 
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Table 2: Summary of the main studies investigating ct-DNA and ct-RNA in uveal melanoma 

RT: Reverse Transcriptase, OS: Overall survival, PFS: Progression Free survival, NR: Not 

reported 

 

2.2.1. Ct-DNA and ct-RNA detection 

In all studies, ct-DNA and ct-RNA were extracted from plasma providing from 6 ml to 50 ml 

of venous blood. The process was based on traditional PCR and RT-PCR techniques. Most 

studies investigated the tyrosinase and MELAN-A/MART-1 genes [31], [42]–[47]. GNAQ and 

GNA11 are thought to be the driver and highly prevalent mutations in UM [13]. Therefore, 

Metz et al. and Bidard et al. investigated GNAQ and GNA11 mutations for the detection of 

circulating free nucleic acids [27], [48]. Keilholz et al. found higher detection rates by screening 

tyrosinase over MELAN-A/MART-1 and GP100 [47]. Finally, performing multiple PCR in the 

same sample improved the ct-RNA detection rate [46].  

 

2.2.2. Main clinical findings 

To date, no study investigated ct-DNA or RNA detection in non-malignant pigmented uveal 

lesions. Ct-DNA detection in UM ranged from 1.1% [45] to 63% [44]. In accordance with 

studies in CTCs, multiplying the samples led to higher detection rates. Callejo et al. attained 

97% of ct-DNA positivity thanks to 1360 samples performed in 30 UM patients followed-up 

over a 17-year-period [46]. In agreement with studies in UM CTCs, metastatic patients were 

found to have higher ct-DNA detection rates compared to non-metastatic patients [47]. To date, 

no study found a relationship between ct-DNA detection and the intraocular tumor size or 

height. Two studies investigated whether the treatment of the intraocular tumor could influence 
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the detection of ct-DNA. Boldin et al. identified ct-DNA in 16 of 41 (39%) patients 

preoperatively. During the postoperative follow-up, ct-DNA was no longer detectable in 69% 

of the previously positive patients [42]. Charitoudis et al. performed a venous blood sample 

before and 30 minutes after the surgical treatment of the intraocular tumor and failed to identify 

any ct-DNA release [45].  

Not surprisingly, given its role in tumor dissemination, Bidard et al. demonstrated that both 

CTCs and ct-DNA detection were associated with liver miliary metastatic spread [27]. ct-DNA 

was found to be strongly associated with reduced Progression-Free Survival (PFS) and Overall 

Survival (OS) [27], [31], [42]–[44], [48]. Metz et al. reported that ct-DNA detection was 

associated with larger liver metastases [48]. Bidard et al. aimed to compare ct-DNA and CTCs 

detection in 40 metastatic UM patients. They monitored CTC by using the Cellsearch device 

and ct-DNA by screening three different GNAQ and GNA11 mutations. In their univariate 

analysis, both CTCs and ct-DNA were associated with metastatic spread, PFS, and OS. 

However, only ct-DNA was found to be correlated with PFS and OS in the multivariate 

analysis. Further studies with larger samples comparing CTC and ct-DNA are warranted before 

drawing any conclusion. CTCs and ct-DNA advantages and disadvantages in LB are shown in 

Table 3.  

 

2.3. Noncoding RNAs 

There are two types of noncoding RNA based on their size: long and short noncoding RNA, 

both of which are involved in gene expression regulation.  

Micro-RNA (mi-RNA) are small (around 22 nucleotides) noncoding RNAs molecules found in 

the tissues and the bloodstream [49]. More than 1500 mi-RNA have been identified in humans. 
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They are involved in the regulation of several biological processes, including post-

transcriptional gene expression and cell communication. Mi-RNA act by adding post-

transcriptional support in the 3’ untranslated region (3’UTR) of their targeted mRNA [50]. Mi-

RNAs can be detected in tissue biopsy samples and many body fluids and, thus, would 

constitute a relevant cancer biomarker. Mi-RNA can be isolated alone (cell-free mi-RNA) or 

encapsulated in small vesicles (exosomes) by using RT-PCR, microarray, and deep sequencing 

[49]. Growing evidence has incriminated mi-RNAs as being a significant cancer player by 

upregulating several oncogenes [51]. In UM, mi-RNAs have been found to be an interesting 

tool for the diagnosis and prognosis of UM [50]. Several studies aimed to identify specific UM 

mi-RNA clusters [52]. Stark et al., by collecting serum from 65 consecutive localized and 

metastatic UM patients, found a panel of 6 mi-RNAs (miRNA-16, miRNA-145, miRNA-146a, 

miRNA-204, miRNA-211, and miRNA-363-3p) as being useful for distinguishing benign uveal 

naevi from UM with a sensitivity and specificity of 93% and 100%, respectively [53]. They 

also found that miRNA-211 was significantly more expressed in metastatic UM compared to 

localized UM. Low circulating miRNA-204 was the only mi-RNA associated with a poorer OS. 

Based on the literature, mi-RNA-146a appears as being the most discriminant mi-RNA for 

diagnosing UM [53]–[56]. In their study conducted in 14 localized UM patients, Russo et al. 

found that among 754 mi-RNAs tested, mi-RNA-146a was significantly overexpressed in 

histological samples as well as in venous blood of UM patients [57]. Interestingly, Ragusa et 

al. also found mi-RNA-146a being overexpressed by three folds in vitreous samples and 

vitreous exosomes [54]. Mi-RNA-146a has been previously incriminated in other malignancies 

such as papillary thyroid cancer, hepatocellular carcinoma, or leukemia [58]. Mi-RNA-146a 

has also been involved in pigmentation and survival of UM cells [59]. However, other studies 

did not support mi-RNA-146a as being a useful blood biomarker [52], [60]. Other mi-RNAs 

have been incriminated in the metastatic spread of UM: mi-RNA-199a [61], mi-RNA-34a [62], 
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mi-RNA-34b [63] among others. It is still unclear how mi-RNAs biologically induce UM 

growth and dissemination. Mi-RNA-34a is thought to inhibit the oncogene c-Met, and several 

studies found decreased mi-RNA-34a rates in metastatic UM [62], [63]. Similarly, mi-RNA-

137 was found to be dramatically reduced in UM. Mi-RNA-137 is known to play a role in the 

cycle cell arrest [64] and downregulates the MITF and c-Met oncogenes [65]. In cutaneous 

melanoma, the downregulation of MITF is known to induce the differentiation and invasiveness 

of tumor cells [66]. Of interest, it should be noted that the different studies shared only few mi-

RNA, and huge disparities regarding the biological effect of a given mi-RNA have been found 

[50]. This highlights the complicated interactions of the mi-RNAs with several pathways and 

the lack of consensus regarding mi-RNA extraction and processing.  

Long noncoding RNAs (lncRNA) are a subcategory of RNA with a size larger than 200 

nucleotides that do not encode proteins. LncRNAs have been incriminated in several 

malignancies by modulating the transcriptional and post-transcriptional processes. Several in 

vitro studies demonstrated that lncRNAs played a role in UM tumorigenesis. The lncRNA 

PVT1 (Plasmacytoma variant translocation 1 gene) was found to be overexpressed in tissue 

biopsy of 28 UM patients [67]. This finding was consistent with those of Xu et al., who 

investigated the expression of lncRNA PVT1 by using deep-RNA sequencing data from the 

UM Cancer Genome Atlas. They found that lncRNA PVT1 was overexpressed in about 75% 

of primary UM and significantly associated with epithelioid UM, extrascleral extension, and 

poorer overall survival [68]. Of targets, It is postulated that lncRNA PVT1 acts by repressing 

mi-RNA 17-3, which interacts with MDM2 and p53 proteins [67]. By promoting autophagy, 

lncRNA ZNNT1 has also been associated with in vitro UM cell death [69]. Other lncRNAs 

such as lncRNA FTH1P3 [70], lncRNA MALAT1 [71], or HOXA11-AS [72] have also been 

incriminated in UM tumorigenesis. However, studying lncRNA in UM is limited by a large 



53 

 

number of incriminated lncRNAs and related mi-RNAs [73]. To date, no lncRNA has been 

established as a reliable UM biomarker.  

 

2.4. Tumor-related exosomes (TRE) 

Exosomes are nano-sized extracellular vesicles released by all cell types, including cancer cells 

[49]. These nanovesicles are thought to participate in tumor growth by acting on the tumoral 

micro-environment [1]. They are also incriminated in the development of micrometastases 

niches [74] and in the late UM metastatic spread [75].  

As shuttle, exosomes encapsulate proteins as well as RNA (ct-RNA) and other tumor-related 

genetic material such as Ct-DNA, and mi-RNA. Exosomes protect these nucleic acids from 

degradation in blood, and other biological fluids, which explains their growing interest. 

Exosomes can be isolated by centrifugation, density, or immune methods. Of interest, 

mutational status of certain cancers has been established based on ct-DNA contained in 

circulating exosomes [49]. Ragusa et al. found similarities between tumor mi-RNA and 

exosomal mi-RNA, providing from the vitreous cavity of UM patients[54]. Interestingly, mi-

RNA-146a was found to be upregulated in both the vitreous cavity and plasma of UM patients 

[54]. In their study in metastatic UM, Eldh et al. isolated Melan-A exosomes in liver perfusate 

during isolated hepatic perfusion [75]. They also found higher total exosome concentration in 

the venous blood of metastatic UM patients compared to healthy controls. Other studies tried 

to identify specific TRE panels in UM. In other solid malignancies, exosomes were found to be 

efficient for distinguishing benign from malignant neoplasms [49]. Further studies focusing on 

the ability of exosomes to distinguish benign from malignant choroidal pigmented lesions are 

warranted. As in prostatic cancer, establishing a panel of exosomes could better predict the 

prognosis and metastatic risk of UM [1].  
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2.5. Tumor-educated platelets (TEP) 

Platelets originate from the precursor megakaryocyte cell in the bone marrow and are the second 

most common cells found in the bloodstream. Several large sample-sized cohort studies 

evidence that antiplatelet medications were associated with a decreased metastatic spread in 

several cancers and Inversely, high platelet counts were found in disseminated cancers[76], 

[77]. Based on these indirect correlations, the role of platelets in cancer dissemination has 

gained in popularity. Platelets are thought to crosstalk with the tumoral cells and 

microenvironment via the release of extracellular vesicles [78]. In turn, cancer cells can 

incorporate their genetic material such as RNA within the platelets leading to their “education.” 

As a result, platelets may harbor specific tumoral RNA signatures and may represent a widely 

available cancer biomarker. TEPs are very stable compared to free circulating nucleic acids and 

are available in a great amount. Best et al. demonstrated that screening platelet RNA allowed 

to distinguish cancer patients from healthy donors [79]. TEP may also be useful for screening 

and monitoring anti-tumoral targeted therapies. To date, no study investigated TEP in UM.  

 

2.6. Future perspectives: towards a better UM understanding?  

Despite a better understanding of UM over the past decades, two questions have not yet been 

resolved: (i) How can UM relapse a few years after the diagnosis despite achieving local control 

of the disease? (ii) Why is the liver the primary metastatic site? LB may be of prime interest to 

investigate these unsolved questions.  

UM relapse is thought to be based on the concept of dormancy. Tumor dormancy is defined as 

a biological phenomenon in which circulating tumor cells remain quiescent and undetectable in 
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a unique and specific microenvironment [80]. For unexplained reasons, these in dormancy cells 

could be reactivated and will further disseminate to their metastatic site of preference. Several 

studies showed that UM metastatic spread follows a bimodal curve with early- and late-onset 

[81]. Late metastatic relapse could be explained by rapid growth and dissemination of 

previously in dormancy UM cells. Eide et al. conducted in 2009 a pilot study in 328 primary 

UM patients undergoing peripheral blood and bone marrow samples at the time of the primary 

eye treatment (6). UM tumor cells were isolated by using an immunomagnetic method 

associated with several anti-melanoma antibodies. Tumoral cells were found in 1.6% and 29.9% 

of patients in blood and bone marrow, respectively. The authors hypothesized that peripheral 

blood could be considered as a transport medium and bone marrow as the reservoir for further 

in dormancy UM cells. As outlined above, TEP provide from the bone marrow. One might 

hypothesize that bone marrow UM cells could interact with the platelets in their primary 

production site to become TEP. The latter will be further released within the bloodstream and 

could trigger proliferation and dissemination messages to the tumoral in dormancy bone 

marrow UM cells. However, Eide et al. published in 2015 and 2019 the follow-up and overall 

survival of their 328 patients and failed to identify bone marrow involvement as a pejorative 

prognosis factor (35,36). Surprisingly, bone marrow involvement was more common in early 

TNM stages, highlighting the possibility that more aggressive cancer cells may have lost their 

surface epitope by a de-differentiation process leading to an underestimation of bone marrow 

micrometastases. In a subgroup analysis, they found that metastases were more prevalent in 

patients harboring a low number of bone marrow melanoma cells. The authors hypothesized 

that, for unknown reasons, most UM cells found in the bone marrow were apoptotic and that 

only a few UM cells will further develop and spread. 

To date, it is still unclear whether UM metastasizes predominantly to the liver. Some authors 

demonstrated that exosomal integrins could be incriminated in cancer dormancy by guiding the 
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CTCs to their specific niche and in metastatic dissemination by guiding the CTC to the targeted 

metastatic organ [82]. Of interest, Peinado et al. demonstrated that melanoma exosomes 

educated bone marrow progenitor cells [83]. Further investigations regarding the connections 

between TRE and TEP in the bone marrow microenvironment would be of great clinical 

relevance.  

 

2.7. Limitations 

Table 3 summarizes the main limitations encountered with current LB techniques in UM. The 

most important limitation is the lack of consensus regarding the most appropriate method for 

isolating and revealing the CTCs. Only two studies compared different liquid biopsy techniques 

in UM [27], [31]. Only a few amounts of CTC have been identified in the current literature by 

using mainly immunomagnetic isolation techniques. This could reflect a low bloodstream 

shedding or a lack of sensitivity with the isolation CTC devices used. Recent significant 

improvements have emerged regarding CTC isolation technology. New promising devices 

based on microfluidics [84] could improve CTC detection rates and need further investigations 

in UM.  

It is still unclear whether circulating UM cells undergo a de-differentiation during the metastatic 

spread [35] as encountered in several carcinomas with the Epithelial-Mesenchymal Transition 

(EMT) [85], [86]. A study conducted in a UM xenograft model highlighted that numerous 

transcriptional gene modifications, including the expression of Melan A occurred during the 

metastatic process [87]. Therefore, screening multiple genes or surface markers is warranted in 

CTCs and ct-DNA detection.  
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Liquid biopsy feature ADVANTAGES DISADVANTAGES 

CTC • Allows a better understanding of the 
metastatic process by screening genetical mutations 

and surface biomarkers 

• Allows laboratory cell culture and further 
in vivo investigations 

• Lack of consensus concerning 
pre- and post-analytic processes 

• May be less reliable than 
ctDNA according to Bidard et al. 

ctDNA • More reliable and standardized 
techniques compared to CTC 

• More stable than ct-RNA 

• Less instructive than CTC in understanding 
the underlying tumorigenesis 

• GNAQ and GNA11 mutations are not 
found in all UM 

Ct-RNA • Detection by reliable techniques (RT-PCR) • Instability (degradation by RNAase) 

• Low abundance 

• Half-life very low 

miRNA • Longer half-life especially when 
encapsulated 

• More stable compared to ct-DNA and ct-
RNA 

• Detected by reliable techniques (RT-
PCR) 

• Lack of consensus regarding 
pre- and post-analytic processes 

• Conflicting results regarding the 
role of certain mi-RNAs 

Tumor-related exosomes • Stable 

• Long half-life 

• Possibility to investigate mi-RNA, DNA, 
RNA as well as surface markers 

• Lack of consensus regarding 
exosome definition (different definitions 
based on the size to distinguish exosomes 
from other small extracellular vesicles) 

• Lack of available studies 

• Lack of process standardization 

Tumor-educated platelets • Promising preliminary results in other 
solid malignancies 

• TEP are easily obtained and processed 

• Available in large amounts 

• Lack of studies into UM 

 

Table 3: Advantages and limitations of liquid biopsies for uveal melanoma 

 

2.8. Conclusion 

LB appears to be a non-invasive and particularly useful approach for detecting and studying 

UM. Blood LB is of great relevance for distinguishing benign from malignant pigmented 
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choroidal lesions, for detecting relevant mutational status when a tissue biopsy is not available 

and has been associated with PFS and OS in several studies. However, LB is faced with a lack 

of consensus regarding the pre and post-analytical processes. Further studies are warranted to 

determine whether LB may emerge as a viable biomarker that could be used in clinical practice.  

 

 

3. RETINOBLASTOMA (RB) 

RB is the most common primary intraocular malignancy in childhood. RB arises from the 

photoreceptors located into the inner retinal layers. RB is the result of a mutation of the tumor 

suppressor gene RB1 located on chromosome 13q [17]. Non-inherited forms are usually 

unilateral, whereas bilateral or trilateral (pineal gland involvement) RBs are mainly encountered 

in inherited forms. RB is usually diagnosed around 2-year-old [2]. Leukocoria and strabismus 

are the most common clinical signs leading to the diagnosis. Tissue biopsy is usually 

contraindicated since it is thought to favor extraocular dissemination. Several differential 

diagnoses such as Coats disease, persistent fetal vasculature, retinopathy of prematurity, 

coloboma, and toxocariasis may be misdiagnosed as an RB despite using optical coherence 

tomography and B scan ultrasonography [2]. Studies on enucleated eyes also found significant 

somatic copy number alterations such as gains on 1q, 2p, 6p, and losses on 13q and 16q [88]. 

Treatment is not consensual and is based on the laterality involvement and the TNM 

classification. Localized intraocular RB can be treated by cryotherapy or laser therapy. 

Intravitreal seeding can now be safely treated by intravitreal injection of chemotherapy 

medications [89]. More advanced cases may be treated by intraarterial chemoembolization or 

enucleation. Rarely, retinoblastoma may spread locally into the orbit and the brain through the 
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optic nerve and disseminate to the bone marrow and later to visceral organs [2]. Despite this, 

the prognosis is usually excellent [90]. 

Tissue biopsy in RB is relevant for two reasons. Firstly, the biopsy allows for diagnosis 

confirmation. Differencing RB from Coats disease appears as particularly challenging, and 

some infants may undergo an enucleation for diagnosis purposes [91]. Secondly, the tissue 

sample allows the assessment of Rb1 mutational status for prognostic counseling [90]. 

However, RB biopsy is contraindicated due to the fear of extraocular tumor seeding [2], and 

the rate of enucleation has been dramatically reduced thanks to eye-sparing strategies [89]. 

Therefore, LB has emerged as a possible useful diagnostic and monitoring tool.  

In contrast to UM, the hematogenous spread is rarely encountered in RB, and aqueous humor 

(AH) sample has gained in interest [88]. AH may provide diagnosis, genetic, prognosis, and 

treatment response data. AH puncture is an easy, relatively non-invasive, and safe procedure 

performed under general anesthesia in infants. AH sampling may be combined with eye 

examination performed under general anesthesia in infants as well as in combination with 

intravitreal delivery of chemotherapy. Berry et al. demonstrated that a higher AH somatic 

chromosomal copy number alteration, including 6p gain was predictive of more advanced and 

aggressive RBs [92], [93]. They found that AH ct-DNA was concordant with ct-DNA providing 

from a tissue sample of enucleated patients. The same team demonstrated that AH provided a 

higher ct-DNA sensitivity compared to the blood sample [6]. Gerrish et al. also identified ct-

DNA in AH samples of 12 RB patients [94]. AH ct-DNA profile was identical to this found in 

enucleation samples. Interestingly, a lower quantity of AH ct-DNA was found in patients 

treated by intravitreal injection of chemotherapy. Kothari et al. recently demonstrated that RB1 

mutational status was possible by studying plasmatic circulating tumor DNA in 8 of 10 patients 

[95].  
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Other AH contents have been investigated, but most of them are limited by their lack of 

specificity and the lack of genetic status assessment. AH LDH was found to be increased in 

locally advanced retinoblastoma compared to healthy controls. However, AH LDH did not 

correlate with the clinical features, the treatments underwent, and serum LDH. In addition, LDH 

is not specific and may be elevated in glaucoma (sometimes encountered in locally advanced 

RB) and Coats disease, which is a challenging differential diagnosis [96]. Some studies 

investigated the AH detection of Neuron Specific Enolase (NSE) secreted by numerous 

neuroendocrine tumors. These studies found that NSE was increased in enucleated RB eyes 

compared to controls but failed to demonstrate a correlation with clinical and pathological 

features [96]. Survivin and TGF-β were found to be elevated in AH and serum of patients with 

RB with high sensitivity and specificity rates [88]. Unlike the previous biomarkers, they were 

positively correlated with the clinical and pathological features, especially optic nerve invasion 

[88], [96]. Further studies on these biomarkers are warranted.  

Serum biomarkers have been less investigated. Beta el al demonstrated that several serum mi-

RNAs were up and downregulated in 14 RB patients [97]. They found that miRNA-17, miRNA-

18a, and miRNA-20a were upregulated and could be considered as potential biomarkers [97].  

The development of AH puncture has led to reconsider the rule, which stated that an RB eye 

should never be violated. Since tissue biopsy is still contraindicated, retinoblastoma research is 

now directed to AH analysis for establishing RB diagnosis, prognosis and treatment response 

monitoring. Relevant and large sample sized studies are currently ongoing to assess the 

indications of AH puncture and to determine the best biomarker.  

 

4. LIQUID BIOPSY IN CONJUNCTIVAL MALIGNANCIES 
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Conjunctival melanoma and squamous cell carcinoma are rare ocular neoplasms. Contrary to 

intraocular malignancies, the biopsy is routinely performed in conjunctival tumors to confirm 

the diagnosis and identifying key mutational status [98]. Taken together, this could explain why 

LB has been little investigated in conjunctival tumors.  

Conjunctival melanoma accounts for less than 5% of ocular tumors but is associated with a 

mortality rate of around 30% [99]. Despite its location, conjunctival melanoma behavior is more 

related to cutaneous melanoma rather than uveal melanoma [14]. Unlike UM, conjunctival 

melanomas disseminate through lymphatics and hematogenous routes, harbour NF1, BRAF, 

NRAS and KRAS mutations [98] and may be treated with targeted therapies [100] and 

immunotherapies [101], [102]. LB has not been studied specifically in conjunctival melanoma. 

However, one might hypothesize that LB techniques developed in cutaneous melanoma may 

be relevant in conjunctival melanoma [103].  

Conjunctival squamous cell carcinoma is an exceptional ocular surface malignancy with an 

incidence of 2-35 per million [104]. Conjunctival carcinoma is strongly related to UV 

exposition and HIV. Recently, HPV infection has been incriminated in conjunctival carcinoma 

development [105]. Dissemination may be local to the orbit, lymphatic and/or hematogenous. 

Treatment involves surgery sometimes associated with topical chemotherapy and/or radiation 

beam therapy [106]. To date, there is no standard of care of metastatic conjunctival carcinoma.  

 

5.  LIQUID BIOPSY IN CHOROIDAL METASTASES 

Although being often asymptomatic, choroidal metastases are the most common intraocular 

malignancies in adulthood [107]. Breast and lung carcinomas are the most common primary 

tumor encountered [107]. The increasing overall survival seen in several malignancies, 
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including breast and lung cancers has led to a higher detection rate of choroidal metastases 

[107]. In most cases, choroidal metastases occur at a late stage of disease, and liquid biopsy 

does not appear to be useful. LB may be relevant in the case of (i) unknown primary malignancy 

(ii) difficulty for performing the biopsy of the primary tumor and (iii) if the patient underwent 

multiple malignancies. Choroidal metastases may be the first clinical manifestation of the 

underlying malignancy in about one-third of patients [108], [109]. In their study conducted in 

420 and 96 patients experiencing choroidal metastases, Shields et al. [109] and Konstantidinis 

et al. [108] did not know the primary tumor in 34% and 28% of their patients, respectively. 

Several patients benefited from an intraocular biopsy to identify the primary tumor. This biopsy 

may be risked and associated with a lack of sensitivity given the low amount of tissue available 

[8]. LB may be a particularly useful and non-invasive method for identifying the primary tumor. 

Our team recently reported a patient with bilateral choroidal metastases without a known 

primary tumor. Plasma ct-DNA providing from a Non-Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC), 

was found. In addition, EGFR mutation was identified, and targeted therapy was successfully 

initiated [110]. Aqueous humor analysis may also provide new insights. Daxecker et al. reported 

40 years ago, a case of elevated anterior chamber CEA in a patient with bilateral choroidal 

metastases from breast carcinoma [111].  

 

CONCLUSION 

LB is a non-invasive and promising technique for diagnosing and monitoring intraocular 

malignancies. LB may be useful in daily clinical practice to (i) confirm the cancer diagnosis 

without tissue biopsy, (ii) to establish a reliable prognostication, (iii) to allow early detection of 

metastatic spread, and (iv) monitoring treatment response. LB may also provide new 

pathophysiological insights concerning tumor dissemination and dormancy. Although very 
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promising, LB suffers from several inherent limitations. To date, there is a lack of consensus 

regarding the ideal biomarker. Pre- and post-analytic processes differ widely from a study to 

another, limiting their reproducibility. The biggest challenge will be to establish an international 

consensus among the ocular oncology centers.  
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PARTIE III-2 : Comparaison de 4 plateformes de biopsie 

liquide sur une lignée de mélanome uvéal métastatique et 

applications en pratique clinique quotidienne. 

 

3.2.1. Résumé de l’étude 

3.2.1.1. Introduction 

A l’issue de notre revue de la littérature (Article N°1), nous avons déterminé que les 

CTCs constituaient un compartiment pertinent et prometteur des BL dans le but de déterminer 

le pronostic du MU. Il n’existe cependant aucun consensus concernant la méthodologie idéale 

pour capturer puis identifier les CTCs. A ce jour, aucune étude n’a jamais comparé plusieurs 

plateformes de CTCs dans le MU. Seules une dizaine d’études ont comparé 2 plateformes 

différentes de CTCs dans d’autres tumeurs solides avec des résultats parfois contradictoires 

(Martel et al., 2023b). La plupart des techniques de capture de CTCs utilisées sont complexes, 

parfois très chronophages et semblent peu applicable en pratique clinique quotidienne (Jin and 

Burnier, 2021; Martel et al., 2020b).  

Dans ce second article, nous avons comparé 4 plateformes différentes de capture des 

CTCs et utilisé une technique d’immunocytochimie avec Melan A pour identifier les CTCs à 

chaque fois que cela était possible. Notre premier objectif était d’uniformiser notre 

méthodologie afin de limiter au maximum les biais d’une expérience à l’autre. Notre second 

objectif était d’avoir recours à des dispositifs facilement accessibles et utilisés en pratique 

quotidienne pour capturer les CTCs afin d’évaluer au mieux une applicabilité en pratique 

clinique quotidienne.  
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Nous avons évalué la sensibilité de chaque plateforme (taux de capture) mais également 

d’autres paramètres indispensables à une pratique clinique quotidienne comme la facilité 

d’utilisation, la reproductibilité, la standardisation, la durée de traitement, le coût ou encore 

l’ergonomie au laboratoire.  

 

3.2.1.2.  Matériel et méthode 

Nous avons conduit une étude au laboratoire entre janvier 2021 et décembre 2022. 

L’objectif était de déterminer le rendement de chaque plateforme dédiée aux CTCs en filtrant 

un nombre connu de cellules et en évaluant le nombre final de cellules retrouvées. Pour chaque 

plateforme, entre 10 et 13 expériences ont été conduites. La filtration était réalisée sur milieu 

cellulaire RPMI (n=10) et sur du sang veineux d’un donneur sain (n=3), sauf pour le dispositif 

CellSearch pour lequel uniquement du sang veineux était utilisé.  

Nous avons utilisé la lignée cellulaire commerciale de MU métastatique OMM 2.3 

(également appelées OMM 2.5) pour réaliser les expériences. Les cellules ont été 

génétiquement authentifiées (Annexe 1). Les cellules OMM 2.3 ont été décongelées puis 

cultivées dans du milieu cellulaire (RPMI) enrichi. Une confluence d’environ 70% était 

nécessaire pour chaque expérience.  

Afin de compter le nombre de cellules initiales, plusieurs méthodologies ont été essayées 

en amont au laboratoire : comptage manuel sans puis avec coloration, cytométrie en flux…Nous 

avons retenu la technique suivante : les cellules OMM 2.3 étaient mises en évidence à l’aide 

d’un colorant (celltracker green CMFDAn Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) puis 

trypsinées. Les cellules étaient diluées avec pour objectif d’en isoler entre 20-150 cellules, puis 

comptées manuellement dans une plaque 96 puits à l’aide d’un microscope fluorescent inversé. 
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Ensuite, les cellules étaient transférées dans un flacon Eppendorf. Une relecture attentive était 

effectuée sur chaque puit afin de s’assurer qu’aucune cellule n’était restée sur les parois du 

puits. Lors de chaque manipulation, les cônes de transfert étaient soigneusement rincés dans du 

RPMI + FBS (Fetal Bovin Serum) et plusieurs aller-retours délicats étaient effectués pour 

aspirer un maximum de cellules et éviter que ces dernières n’adhérent aux parois du cône. Pour 

les expériences conduites sur du sang veineux, les cellules étaient directement ensemencées 

dans des tubes de sang de 4ml à 10 ml en fonction de chaque plateforme.  

Le rendement de chaque plateforme était établi de la manière suivante. Le nombre de 

cellules comptées initialement était désigné sous la terminologie iCN (Initial Cell Number). Les 

cellules étaient acheminées en moins de 30 minutes au LPCE (pour lutter contre l’anoikose) et 

filtrées par une des plateformes de CTCs. Le nombre final de cellules était compté et présenté 

sous la terminologie fCN (final Cell Number). Le rendement de chaque plateforme était évalué 

suivant la formule suivant : fCN / iCN x 100.  

Nous avons comparé 4 plateformes différentes : 

- Le Vortex (VTX-1, Biosciences, Pleasanton, USA). Il s’agit d’un dispositif de filtration 

microfluidique relativement récent basé sur le principe d’inertie (taille, forme et 

déformabilité des CTCs). Les cellules contenues dans le RPMI étaient diluées dans 40 

ml de PBS puis filtrées en utilisant 2 cycles (durée totale 50 minutes) conformément 

aux recommandations (Che et al., 2016). Les CTCs étaient récupérées dans 300µL 

environ de PBS puis transférées dans une solution de fixation (preservcyt) en s’assurant 

de bien coater chaque cône avec du RPMI+FBS comme précédemment souligné. Les 

cellules étaient ensuite fixées sur une lame en utilisant le système Thinprep 2000 

(Hologic, France).  
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- Le ClearCell FX (ClearBridge, Biolidics, Singapore) est un autre système de filtration 

microfluidique inertiel. Les cellules étaient resuspendues dans un milieu de préparation 

spécifique. Pour les expériences conduites avec du sang veineux, un tampon de lyse des 

globules rouges était utilisé (ratio 4/1), puis une centrifugation puis une re suspension 

était réalisé dans le milieu de préparation spécifique (Lee et al., 2018). La filtration 

durait ensuite environ 45 minutes et les cellules étaient récupérées dans environ 12 ml 

de PBS. Les CTCs étaient ensuite transférées dans le milieu de fixation puis fixées sur 

lame par le système Thinprep 2000 (Hologic, France).  

- ISET (Rarecells, Paris, France) est un système de filtration largement utilisé qui repose 

sur un système de microfiltre qui permet de retenir les CTCs en raison de leur plus 

grande taille comparativement aux éléments figurés du sang. Les cellules étaient diluées 

dans le tampon dédié puis filtrées dans des puits. Pour les expériences réalisées avec du 

sang veineux, une dilution de 10x était réalisée. La filtration était réalisée avec une 

pression moyenne de 10 kPa (jusqu’à 15 kPa) à travers des microfiltres de 8µm chacun 

(Ma et al., 2013). Les filtres étaient ensuite rincés puis soigneusement individualisés 

avant l’immunocytochimie.  

- Le CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, Florence, Italie) est une plateforme basée 

sur une rétention des CTCs par immunomagnétisme. A ce jour, il s’agit du seul dispositif 

ayant bénéficié de l’agrément de la FDA pour le pronostic et le suivi des cancers de la 

prostate, du sein et colorectal (Poulet et al., 2019). Deux particularités doivent être 

soulignées. Tout d’abord, le CellSearch nécessite la détection d’une interface sanguine 

pour son activation. Par conséquent, seules des expérimentations conduites avec du sang 

veineux de volontaire sain ont pu être conduites. Par ailleurs, nous avons rencontré des 

difficultés techniques dans la remise en fonctionnement de notre appareil. Devant 

l’impossibilité constatée par l’équipe technique du CellSearch à fonctionner sur place, 
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l’ensemble des analyses a été réalisée chez le distributeur à Bologne en Italie (Menarini 

Silicon Biosystems). Les cellules étaient ensemencées dans des tubes dédiés (Cellsave 

tubes) et traités dans les 72 heures conformément aux recommandations (Swennenhuis 

et al., 2016). Le fonctionnement est le suivant : les cellules exprimant le CD146 sont 

capturées par des microbilles immunomagnétiques. Les cellules isolées sont ensuite 

enrichies avec plusieurs marqueurs (DAPI, HMW-MAA, CD34 et CD45). Il s’agit d’un 

processus entièrement automatisé. Est comptalbilisée comme CTC une cellule ayant 

une forme ovale exprimant le DAPI, HMW-MAA mais n'exprimant pas le CD34 

(cellules endothéliales) ni le CD45 (leucocytes).  

Les CTCs obtenues puis fixées sur lame avec les plateformes Vortex VTX-1, ClearCell FX 

et ISET étaient traitées par immunocytochimie (Benchmark Ultra, Roche Ventana, Tucson, AZ, 

USA) afin de les identifier grâce au marqueur de surface Melan A.  

Dans toutes les expériences, des contrôles étaient réalisés en simultané. L’objectif de ces 

contrôles était de s’assurer de la bonne viabilité cellulaire, dans la mesure où les expériences 

ont été réalisées sur une période de 2 ans. La méthodologie était la suivante. Les cellules étaient 

comptées manuellement, conservées puis transférées dans le milieu de préservation (solution 

preservcyt). La fixation avait lieu en même temps que l’expérience réalisée à l’aide des 

dispositifs de filtration des CTCs. Les cellules contrôles étaient ensuite transférées sur lame 

(thinprep, Hologic, France). L’immunocytochimie Melan A red était ensuite réalisée à l’aide 

du Benchmark Ultra (Roche Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).  

Le comptage cellulaire était réalisé à l’aide d’un microscope optique par deux lecteurs en 

aveugle. Les critères pour considérer une cellule comme une CTC ont été énoncés plus haut. 

Pour le CellSearch, le comptage était réalisé par la société elle-même (analyse extériorisée en 

Italie).  
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Le taux de capture était calculé en réalisant le rapport :  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 =
nombre final de cellules

nombre initial de cellules 
 𝑥 100 

Un taux de capture « ajusté » était calculé afin de prendre en compte les résultats des 

contrôles. Le calcul de ce taux permet de prendre en compte certains biais comme la viabilité 

cellulaire et les pertes cellulaires secondaires aux différentes étapes (fixation sur lame, transfert, 

immunocytochimie…). Ce ratio était calculé de la manière suivante :  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡é =
Rendement cellules avec palteformes

Rendement cellules controles
 𝑥 100 

 

L’analyse statistique était la suivante. Les statistiques descriptives étaient présentées en 

nombres et pourcentages. Les comparaisons entre les taux de captures ont été réalisées en 

utilisant un test de Kruskal-Wallis. Le risque alpha était de 5%. Le logiciel easymedstats a été 

utilisé pour réaliser les statistiques de l’article.  

 

3.2.1.3. Résultats principaux et discussion 

Au total, 10 expériences ont été réalisées sur milieu cellulaire (RPMI) et 3 expériences avec du 

sang veineux de volontaire sain avec les plateformes Vortex VTX-1, ClearCell FX et ISET. 

Pour le Cellsearch, 10 expériences ont été réalisées sur du sang veineux de volontaire sain.  

Les principaux résultats sont résumés dans le Tableau 3. 
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Plateforme 

utilisée 

Moyenne 

iCN ± SD 

[Range] 

Moyenne 

fCN ± SD 

[Range] 

Taux de 

capture total 
Taux de capture  

Taux de 

capture 

ajusté  

Taux de 

capture  

Taux de 

capture ajusté  

 RPMI  

+ sang 

veineux 

Dans le milieu RPMI seul 

(n = 10) 

    Dans le sang veineux 

seul (n = 3) 

Vortex 

(VTX-1) 

(n = 13) 

57.31 ± 

33.93 

[23.0; 

128.0] 

11.31 ± 6.14 

[5.0; 21.0] 
22.2% 22.6% 25.6% 20.7% 26.6% 

ClearCell 

FX 

(n = 13) 

54.46 ± 

26.43  

[19.0; 94.0]  

4.85 ± 3.93  

[1.0; 13.0]  
8.9% 10.2% 15.1% 4.7% 7.2% 

ISET 

(n = 13) 

42.08 ± 19.5  

[25.0; 84.0]  

19.92 ± 

22.39  

[1.0; 84.0]  

39.2% 30.3% 43.5% 69.1% 89% 

Cellsearch 

(n = 10) 

26.9 ± 11.18  

[12.0; 46.0]  

0.2 ± 0.422  

[0.0; 1.0] 
1.1% NA NA 1%  NA 

 

Tableau 3 : taux de capture sur milieu cellulaire et sang veineux obtenu avec chaque plateforme 

de CTCs. iCN : initial Cell Number ; fCN : final Cell Number; RPMI : Roswell Park Memorial 

Institute ; SD : Standard Deviation.  

 

Les principaux résultats étaient les suivants :  

- Les taux moyens de détection étaient de 39,2% pour l’ISET, 22,2% pour le Vortex 

VTX-1, 8,9% pour le ClearCell FX et 1,1% pour le CellSearch.  

- L’ISET, le Vortex VTX-1 et le ClearCell FX étaient associés à un taux de capture 

supérieur au CellSearch (p<0.001, p<0.001 et p=0.028, respectivement). L’ISET et le 

Vortex VTX-1 avaient un meilleur rendement comparativement au ClearCell FX 
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(p=0.002 et p= 0.019, respectivement). Il n’y avait pas de différence entre le Vortex 

VTX-1 et l’ISET (p>0.05).  

- Des photographies des CTCs identifiées sont présentées sur la Figure 9.  

 

Figure 9 : A : CTC obtenue avec : (A) Vortex VTX-1 ; (B) ClearCell FX ; (C) ISET. 

 

Nos résultats sont conformes aux données de la littérature (Jin and Burnier, 2021). L’ISET 

est classiquement associée à de meilleurs rendements comparativement aux autres plateformes 

(Martel et al., 2023b). Dans le MU, l’ISET a permis la détection de CTCs dans 31% et 55% des 

cas dans les études de Pinzani et al. (MU primitif) et Mazzini et al. (MU primitif et métastatique) 

respectivement (Mazzini et al., 2014; Pinzani et al., 2010).  
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Notre taux de détection avec le Vortex VTX-1 est plus faible que dans d’autres études, cela 

pouvant être expliqué par une méthodologie différente (utilisation de 50-100 cellules versus 

300 dans d’autres études, révélation par immunocytochimie et pas immunofluorescence)(Che 

et al., 2016). Le Vortex VTX-1 a rarement été comparé à d’autres plateformes. Une étude 

comparant le Vortex VTX-1 au CellSearch retrouvait un meilleur taux de détection en faveur 

du Vortex VTX-1(Che et al., 2016). Enfin, notons que notre étude est la première à étudier le 

Vortex VTX-1 et le ClearCell FX dans le MU.  

Dans notre étude, le CellSearch était associé à un taux de récupération particulièrement 

faible (1,1%), et ce malgré des expériences réalisées par la société commercialisant le dispositif. 

Ce résultat dénote avec la littérature existante. Notre étude est la première à utiliser le 

CellSearch sur une lignée cellulaire de MU. Il est important de noter que les études précédentes 

étaient uniquement conduites in vivo chez des patients présentant un MU primitif et/ou 

métastatique. Il est donc impossible de connaitre le taux de capture réel car le nombre initial de 

cellules est par définition inconnu in vivo. Anand et al. retrouvaient des CTCs chez 30% et 42% 

des patients présentant un MU primitif et métastatique respectivement (Anand et al., 2019). 

Bidard et al. identifiaient des CTCs de MU chez 30% des patients (Bidard et al., 2014). Bande 

et al. détectaient quant à eux des CTCs chez 50% des patients avec MU (Bande et al., 2015) ce 

qui est proche de Terai et al avec 52,9% de détection chez des patients avec un MU primitif et 

métastatique (Terai et al., 2015). Alors, comment expliquer un taux aussi faible de détection 

dans notre étude ? La capture immunomagnétique des CTCs par le système CellSearch repose 

sur l’expression du marqueur membranaire CD146. Une fois capturée, l’identification des 

CTCs repose sur le marqueur membranaire HMW-MAA. Afin de rechercher une explication, 

nous avons réalisé 2 expériences supplémentaires : 
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- Nous avons utilisé une lignée cellulaire de mélanome cutané exprimant fortement le 

CD146 (cellules M229) et les avons filtré avec le CellSearch. La plateforme a permis la 

détection des cellules M229, contrairement aux cellules de MU OMM 2.3  

- Nous avons également vérifié l’expression membranaire du CD146 sur notre lignée de 

MU OMM 2.3et avons constaté une absence d’expression par les cellules.  

- Nous avons conclu que notre faible taux de détection pouvait être lié à une absence 

d’expression de CD146. Pourtant, le CD146 est exprimé par les 80 MU présents dans 

le Cancer Génome Atlas disponible en ligne 

(https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga). Dans la littérature, le 

taux d’expression de CD146 dans le MU apparait très variable et dépend : (i) des lignées 

cellulaires de MU utilisées et notamment de la radiothérapie délivrée lors du traitement 

initial de la tumeur (Beasley et al., 2021; Lai et al., 2007), du statut primitif ou 

métastatique des patients, et de la méthode de détection utilisée (Beasley et al., 2021; 

Beutel et al., 2009). Beasley et al. constataient une expression de CD146 in vitro, bien 

que cette dernière était variable et moins importante que d’autres marqueurs comme 

ABC5, Melan A et GP100. Dans la même étude réalisée sur 10 patients avec MU, 

CD146 n’était exprimé que chez 40% des patients (Beasley et al., 2021). Dans tous les 

cas, l’absence de détection du CD146 dans notre étude illustre la limite actuelle des 

systèmes de détection basés sur des marqueurs membranaires spécifiques. Ces 

systèmes, comme le CellSearch, permettent probablement une meilleure spécificité, 

mais au prix d’une sensibilité diminuée comparativement à d’autres plateformes basées 

sur des méthodes purement physiques (taille, forme, déformabilité) (Martel et al., 

2023b).  
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En dehors du taux de détection, d’autres paramètres sont importants à prendre en compte 

et sont résumés dans le Tableau 4. Ces paramètres, développé ci-dessous, sont primordiaux 

à évaluer en vue d’une potentielle application en pratique clinique quotidienne.  

 

 

 

Plateforme 

utilisée 
Mecanisme 

Taux de 

capture 

dans 

notre 

étude 

 

 

 

Spécificité 

(pureté) Reproductible, 

facile à utiliser 

 

Durée totale 

de processing 

(capture + 

identification) 

Nombre 

de tubes 

pouvant 

être 

analysés 

en 

même 

temps 

Possibilité 

d’effectuer 

des analyses 

en aval 

(protéomique, 

génomique, 

culture…) 

Ergonomie 

Vortex 

(VTX-1) 

 

Microfluidique 22,2% 

Moyenne 

Oui 

 

~180 1 Facile Oui 

ClearCell 

FX 
Microfluidique 8,9% 

Moyenne 
Oui 

 
~180 1 Facile Oui 

ISET 

 

Par taille 

 
39,2% 

Faible 
Moyen 

 
~150 4 Plus difficile Oui 

Cellsearch 

 

Immunomagnetique 

 
1,1% 

Bonne 
Oui 

 
~180 8 Plus difficile Non 

 

Tableau 4 : avantages et inconvénients de chaque plateforme dans notre expérience en vue 

d’une application en pratique clinique quotidienne.  

 

Dans notre expérience : 

o Sensibilité (taux de capture) : dans nos mains, l’ISET et Vortex VTX-1 étaient 

associés à la meilleure sensibilité. 
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o Spécificité (pureté) : notre étude n’était pas construite pour répondre à cette 

question stricto sensu. Cependant, dans notre expérience, il était parfois très 

difficile de distinguer une CTC d’un élément figuré du sang avec l’ISET (risque 

de faux positif). Cela était plus aisé avec le Vortex VTX-1 et le ClearCell FX. 

Le CellSearch est associé à la plus grande spécificité en raison de son 

automatisation et de son principe reposant sur la détection positive de marqueurs 

de surface (CD146, HMW-MAA) et détection négative (CD34, CD45) afin 

d’éliminer les éléments figurés du sang.  

o La durée de la procédure : pour être applicable en pratique clinique quotidienne, 

la manipulation doit être rapide. Si la filtration avec l’ISET était la plus rapide 

(en 1 à 2 minutes contre 50- 75 min pour les autres), la phase de révélation était 

en revanche beaucoup plus longue (> 1h), totalement manuelle, parfois ardue et 

nécessitait une courbe d’apprentissage (plusieurs échantillons perdus pendant 

les expériences). Au total, la durée de manipulation était à peu près identique 

entre toutes les plateformes (environ 3 heures, hors lecture).  

o La reproductibilité : dans notre méthodologie, nous avons tenté d’automatiser 

autant que possible les étapes en utilisant des dispositifs utilisés en pratique 

clinique quotidienne (Immunocytochimie, analyse monocouche). Le CellSearch 

est 100% automatisé (filtration et révélation). Seule la lecture demande 

confirmation, sachant qu’une formation délivrée par la société est obligatoire 

lors de la livraison de l’appareil. En utilisant la fixation monocouche sur lame à 

l’aide du thinprep (Hologic, France) et en réalisant l’immunocytochimie à l’aide 

du Benchmark Ultra ((Roche Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA)), la 

reproductibilité était bonne pour le Vortex VTX-1 et le ClearCell FX. Comme 

développé plus haut, l’ISET était le dispositif nécessitant le plus de travail 
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manuel entre la filtration et l’immunocytochimie, rendant cette technique moins 

automatisée comparativement aux autres avec un risque de biais inter-opérateur.  

o Analyses complémentaires d’aval : à l’origine, les CTCs étaient uniquement 

comptées à visée diagnostique et pronostique. Progressivement, des analyses 

complémentaires ont été réalisées sur les CTCs isolées : protéomique, 

génomique, culture cellulaire voire xenogreffe (Poulet et al., 2019). Avec le 

Vortex VTX-1 et le ClearCell FX, les CTCs sont collectées en milieu liquide 

(dans du PBS) ce qui rend les analyses en aval plus simples à réaliser (Kidess-

Sigal et al., 2016; Liu et al., 2017; Sinkala et al., 2017; Takahashi et al., 2020). 

Il est plus difficile de récupérer les CTCs filtrées avec l’ISET et le CellSearch, 

même si plusieurs études ont démontré leur faisabilité (Buim et al., 2015; Laget 

et al., 2017; Ma et al., 2013; Vona et al., 2000).  

o L’ergonomie : critère devenu indispensable, notamment dans un laboratoire 

comme le nôtre (LPCE) qui regroupe d’autres activités comme le stockage 

d’échantillons biologiques via notre  biobanque (Martel et al., 2023a). L’ISET, 

le Vortex VTX-1 et le ClearCell FX sont toutes ergonomiques et l’identification 

des CTCs est permise grâce à d’autres appareils utilisés en pratique quotidienne 

(thinprep, Benchmark Ultra) rendant leur ergonomie excellente au quotidien. En 

revanche, le CellSearch se compose de 2 modules de grande taille, un module 

pour capturer les CTCs (Automated Celltracks Autoprep) et un second pour lire 

les résultats (CellTracks analyzer).  

o Le prix : au-delà du prix de la plateforme, le consommable doit être pris en 

considération. Il nous est difficile de réaliser une comparaison précise entre 

chaque machine car certaines sont en notre possession depuis plusieurs années 

et certaines ont bénéficié de remises commerciales.  
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o Au total : aucune plateforme n’est parfaite et le choix d’utiliser une plateforme 

plutôt qu’une autre dépend de l’utilisation que l’on souhaite en faire. A visée 

diagnostique et thérapeutique, un simple comptage des CTCs est suffisant. Il 

convient alors d’utiliser les plateformes les plus sensibles (ISET) et faciles 

d’utilisation (microfluidiques). Si des analyses complémentaires sur les CTCs 

isolées sont souhaitées, les systèmes microfluidiques sont à privilégier.  
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Abstract 

Liquid biopsy and circulating tumor cell (CTC) screening has gained interest over the last two 

decades for detecting almost all solid malignancies. To date, the major limitation in terms of 

the applicability of CTC screening in daily clinical practice is the lack of reproducibility due to 

the high number of platforms available that use various technologies (e.g., label-dependent 

versus label-free detection). Only a few studies have compared different CTC platforms. The 

aim of this study was to compare the efficiency of four commercially available CTC platforms 

(Vortex (VTX-1), ClearCell FX, ISET, and Cellsearch) for the detection and identification of 

uveal melanoma cells (OMM 2.3 cell line). Tumor cells were seeded in RPMI medium and 

venous blood from healthy donors, and then processed similarly using these four platforms. 

Melan-A immunochemistry was performed to identify tumor cells, except when the Cellsearch 

device was used (automated identification). The mean overall recovery rates (with mean recov-

ered cells) were 39.2% (19.92), 22.2% (11.31), 8.9% (4.85), and 1.1% (0.20) for the ISET, 

Vortex (VTX-1), ClearCell FX, and CellSearch platforms, respectively. Although paramount, 

the recov-ery rate is not sufficient to assess a CTC platform. Other parameters, such as the 

purpose for us-ing a platform (diagnosis, genetics, drug sensitivity, or patient-derived xenograft 

models), re-producibility, purity, user-friendliness, cost-effectiveness, and ergonomics, should 

also be con-sidered before they can be used in daily clinical practice and are discussed in this 

article.  

Keywords: uveal melanoma; liquid biopsy; Cellsearch; ClearCell FX 5; Vortex (VTX-1); ISET;  

circulating tumor cells 
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1. Introduction 

Uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular malignancy in adulthood [1]. 

UM remains rarely encountered with an annual incidence of five cases per million inhabitants 

in Western countries [2]. In the case of localized disease, conservative strategies (e.g., proton 

radiotherapy, brachytherapy) or primary enucleation are the best treatment [1]. Although 

primary ocular treatment has been associated with almost 95% of oncologic success [3,4], 

metastases will occur in about 50% of patients at 10 years [2]. Recent advances in UM 

pathophysiology have been reported. Of interest, it has been demonstrated that mutations in the 

GNAQ, GNA11, and BAP1 genes act, respectively, as driver and prognostic mutations during 

UM carcinogenesis [5]. Despite this, there is still no treatment available for managing 

metastatic spread, and patients usually die within 2 years [6]. UM is genetically different from 

cutaneous melanoma, explaining why targeted therapies and immunotherapies have been very 

disappointing in UM until now [5,7]. However, recently, new hopes have been raised by the 

development of tebentafusp, which is a TCR/Anti-CD3 bispecific fusion protein targeting 

gp100 [8]. It is noteworthy that tebentafusp can only be administrated to HLA-A*02:01-

positive patients, and its overall survival is modest (73% versus 59%) at one year; studies with 

longer follow-ups (at least 5 years) are warranted and a precise country-by-country medico-

economic analysis is still lacking [9].  

UM is known to disseminate through the bloodstream and has an exceptional, still unexplained, 

tropism for the liver [10,11]. Several reliable prognostic factors have been reported, including 

chromosomal abnormalities (loss of chromosome 3, gain of 8q) [12] and class 2 UMs [13] and 

have been associated with a metastatic spread and poor overall survival. However, these 

prognostic factors are usually identified in enucleated specimens or when transvitreal or 
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transscleral tissue biopsy is performed [14]. The use of tissue biopsy in UM is debated because 

of the risk of extraocular dissemination [14]. Therefore, there is an urgent need to identify 

reliable and non-invasive biomarkers to identify patients with a high metastatic risk.  

Liquid biopsy (LB) is a non-invasive, reliable, and repeatable technique for the diagnosis, 

prognosis, and follow-up of various solid malignancies [15]. In ocular malignancies, LB allows 

several tumor-related features to be monitored through the collection of accessible liquids such 

as blood or aqueous humor [16–18]. LB appears particularly promising in UM because (i) the 

metastatic spread is strictly hematogenous, (ii) tissue biopsy is not routinely performed [14,19], 

and (iii) detecting circulating tumor cells (CTCs) at the time of diagnosis or during the follow-

up may help to predict the risk of subsequent metastatic spread [17]. LB contains many 

components, including CTCs, circulating free DNA (cfDNA), circulating RNA, small and long 

non-coding RNAs, ribosomes, exosomes, plasma proteins, and tumor-educated platelets 

[20,21]. CTCs reflect the tumor’s spatio-temporal heterogeneity through the epithelial-to-

mesenchymental transition (EMT), which promotes tumor dissemination, as they re-main alive 

when captured and may be further genetically analyzed and/or cultured [22]. However, 

compared to cfDNA, CTCs are generally not used in routine clinical practice due to various 

limitations, in particular some technical issues impairing the sensitivity and specificity of the 

technique [23,24].  

As shown in Table 1, “hunting” a CTC requires three phases which should be individualized: 

CTC capture, CTC identification, and CTC downstream analyses.  

The platforms used for CTC capture are based on label-dependent or label-free properties, 

explaining the high number of commercially available devices [24]. It should be noted that even 

when the same CTC platform is used, the pre-analytical phase (blood collection, transport, 
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buffer) as well as the CTC identification method may differ from one study to another one, 

leading at the end to a lack of consensus on the “ideal” methodology [17,24].  

  

Phase CTC Capture CTC Identification CTC Downstream Analyses 

Examples 

Immunoaffinity with positive or 

negative enrichment 

(immunomagnetic, microfluidic) 

Biophysical (“label-free”):  

• Size 

• Deformability 

• Density 

• Microfluidics 

• Electrophoresis 

Immunohistochemistry 

Immunofluorescence 

Flow cytometry  

Spectrophotometry 

Electrical impedance 

Genomics 

Transcriptomics  

Proteomics 

CTC culture 

Cell line-derived xenografts (CDX) 

 

Table 1. Summary of the various analytical phases of CTC screening [22,24]. 

 

To date, only the immunomagnetic Cellsearch platform (Menarini Silicon Biosystems, 

Florence, Italy) has been approved—by the Food and Drug Administration (FDA) in 2004—

for the diagnosis and prognosis of metastatic breast, colorectal, and prostate cancers [18]. The 

last decade has been marked by major technological advances, especially in the development 

of physical microfluidic platforms [24,25]. Ideally, a CTC platform should combine the 

following features: high sensitivity (high recovery or identification rate), high 

specificity/purity, high reproducibility, standardized, recovery of viable CTC, user-friendly, 

rapid processing, ergonomic, and cost-effective. The daily clinical application is often eluded 

in the literature but is essential for clinicians [17]. To date, only a few studies have compared 

the efficiency of different CTC platforms [26–33]. To our knowledge, no study has compared 

different CTC platforms using UM cells [17]. The aim of this study was to compare the 

efficiency of four different CTC devices by assessing the cell recovery rate for each device 
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using a UM cell line (OMM 2.3). Their potential daily clinical applicability in UM patient 

management in the near future was then discussed.  

2. Results 

The main results are presented in Table 2 and Figure 1.  

CTC  

Platform 

Mean 

iCN ± 

SD 

[Range] 

Mean 

fCN ± 

SD 

[Range] 

Overall  

Recovery 

Rate 

Recovery 

Rate  

Adjusted Recovery 

Rate  

Recovery 

Rate  
Adjusted Recovery Rate  

in RPMI 

+ Venous 

Blood 

in RPMI Alone (n = 10) in Venous Blood Alone (n = 3) 

Vortex 

(VTX-1) 

(n = 13) 

57.31 ± 

33.93 

[23.0; 

128.0] 

11.31 ± 

6.14 

[5.0; 

21.0] 

22.2% 22.6% 25.6% 20.7% 26.6% 

ClearCell 

FX 

(n = 13) 

54.46 ± 

26.43  

[19.0; 

94.0]  

4.85 ± 

3.93  

[1.0; 

13.0]  

8.9% 10.2% 15.1% 4.7% 7.2% 

ISET 

(n = 13) 

42.08 ± 

19.5  

[25.0; 

84.0]  

19.92 ± 

22.39  

[1.0; 

84.0]  

39.2% 30.3% 43.5% 69.1% 89% 

Cellsearch 

(n = 10) 

26.9 ± 

11.18  

[12.0; 

46.0]  

0.2 ± 

0.422  

[0.0; 1.0] 

1.1% NA NA 1%  NA 

 

 

Table 2. CTC recovery rates obtained with four CTC isolation platforms. iCN: initial Cell Num-

ber; fCN: final Cell Number; NA: Non-Applicable. 
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Figure 1. Summary of the CTC recovery rates of four CTC isolation platforms using the OMM 

2.3 UM cell line. (A) initial cell number (iCN); (B) final cell number (fCN); (C) overall 

recovery rate (in RPMI + venous blood); 1: Vortex (VTX-1); 2: ClearCell FX; 3: ISET; 4: 

Cellsearch. (*) statistically significant. 

 

 

The median number of initial cells was, respectively, 42.0 (interquartile range [IQR]: 23.0), 

47.0 (IQR: 47.0), 34.0 (IQR: 20.0), and 27.5 (IQR: 10.25) using the Vortex (VTX-1), 
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Cellsearch, ISET, and Cellsearch devices (p = 0.014). Pairwise analyses revealed significant 

differences between the Cellsearch and Vortex (VTX-1) devices (p = 0.003) and between the 

Cellsearch and ClearCell FX devices (p = 0.007). No difference was observed between the 

Vortex (VTX-1) and ISET devices and between the Vortex (VTX-1) and ClearCell FX devices.  

The median number of final cells was, respectively, 8.0 (IQR: 12.0), 4.0 (IQR: 5.0), 18.0 (IQR: 

17.0), and 0.0 (IQR: 0.0) using the Vortex (VTX-1), Cellsearch, ISET, and Cell-search devices 

(p < 0.001). Pairwise analyses revealed significant differences between the ClearCell FX and 

Vortex (VTX-1) devices (p = 0.035), between the ISET and Clear-Cell FX devices (p = 0.022), 

between the Cellsearch and Vortex (VTX-1) devices (p < 0.001), between the Cellsearch and 

ClearCell FX devices (p = 0.008), and between the Cellsearch and ISET devices (p < 0.001).  

The median overall CTC recovery rate was, respectively, 21.2 (IQR: 19.4), 7.7 (IQR: 7.8), 33.3 

(IQR: 44.5), and 0.0 (IQR: 0.0) using the Vortex (VTX-1), Cellsearch, ISET, and Cellsearch 

devices (p < 0.001). Pairwise analyses revealed significant differences be-tween the ClearCell 

FX and Vortex (VTX-1) devices (p = 0.019), between the ISET and ClearCell FX devices (p = 

0.002), between the Cellsearch and Vortex (VTX-1) devices (p < 0.001), between the 

Cellsearch and ClearCell FX devices (p = 0.028), and between the Cellsearch and ISET devices 

(p < 0.001). No difference was found between the Vortex (VTX-1) and ISET devices.  

Illustrative photographs of the stained CTC collected using the different platforms are presented 

in Figure 2.  
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Figure 2. Illustrative photographs of the CTC collected using the (A) Vortex (VTX-1); (B) 

Clear-Cell FX; (C) and ISET devices. OMM 2.3 cells were stained with Melan-A red (A and 

B), and with Melan-A (C). (A–C: immunohistochemistry; Melan-A; A103 clone, ready to use, 

Roche Ventana, Tucson, AZ, USA; original magnification ×400). 

 

3. Discussion 

CTC “hunting” has gained interest over the last two decades [34]. New devices al-low insight 

into tumor heterogeneity and downstream single-cell analyses are now possible [22,35,36]. 

However, the current limitation is the lack of reproducibility regarding CTC capture and 
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identification. This lack of standardization partly explains why CTC screening is not routinely 

used in daily clinical practice [17,24].  

Only a few studies have compared different CTC platforms. This could be explained by the cost 

of each device and reagent. The Clinical and Experimental Pathology Laboratory (LPCE) 

located at Nice University Hospital (France) has set up a unique LB platform for CTC detection 

with four different CTC devices based on immunoaffinity and immunomagnetic (Cellsearch, 

Menarini, Silicon Biosystems, Florence, Italy) isolation according to the size (ISET, Rarecells, 

Paris, France) and microfluidic (Vortex [VTX-1], Biosciences, Pleasanton, USA, and ClearCell 

FX, ClearBridge, Biolidics, Singapore) technologies. For the first time, we compared four 

different CTC platforms for UM cell isolation and identification.  

3.1. CTC Recovery Rates  

A single UM cell line, cultured in our institution, was used to assess the CTC platforms. Cell 

lines are often used to compare different methods because they allow a fairer comparison 

[29,37]. Indeed, cell characteristics, such as size, deformability, and antigen expression levels, 

were identical when comparing different devices. This al-lows the experimental conditions to 

be standardized and the experimental variability to be minimized, especially when comparing 

the performance of CTC platforms.  

We found a significantly higher recovery rate with the ISET (39.2%) and Vortex (VTX-1) 

(22.2%) platforms compared to the ClearCell FX (8.9%) and Cellsearch (1.1%) devices. 

Although not significant compared to the Vortex (VTX-1) device, the ISET de-vice was the 

most sensitive CTC platform in our study.  

Our results are in accordance with other studies that have compared various CTC platforms for 

detecting several solid malignancies [26,28–33,38]. As shown in Table 3, the detection rate 
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using the ISET device ranged between 36% and 100%, regardless of the malignancy. Compared 

to other CTC platforms, the ISET device always provided the highest CTC detection rates 

(Table 3). With the ISET platform, Mazzini et al. detected CTCs in 55% of cases in 31 primary 

and metastatic UM patients [39]. Using the same device, Pinzani et al. found a lower detection 

rate of 31% in 41 UM patients [40], which could be explained by the inclusion of primary UM 

patients while patients with a metastatic disease were excluded.  

The ClearCell FX device is a microfluidic platform for the physical isolation of CTCs based on 

the inertial focusing process (isolation based on the size, shape, and de-formability). In our 

study, the detection rate obtained with the ClearCell FX device was low (8.9%) and was lower 

than that obtained with the Vortex (VTX-1) and ISET platforms. Kulasinghe et al. found a 

detection rate of 47.8% and 51.5% in patients with head and neck cancer and with non-small 

cell lung cancer, respectively [41]. Yap et al. reported a detection rate of 75.9% in 108 patients 

with breast cancer [42]. However, these studies were not comparative, and most patients had a 

metastatic disease. Chudasama et al. found a high detection rate (78.4%) in 32 lung cancer 

patients [43]. However, the authors only used standard hematoxylin and eosin staining for CTC 

identification with a high risk of false positives. In their cohort of healthy patients, they found 

atypical cancer cells in 47%. In our study, the detection rate with the Clear-Cell FX device was 

much lower than those reported in the literature. However, com-paring our results is challenging 

because other studies have investigated the efficiency of ClearCell FX using different cell lines 

and cells from patients with primary and met-astatic cancers.  

The Vortex (VTX-1) device is a physical microfluidic platform also based on the inertial 

focusing process [44,45]. In a study published in 2016, the recovery rate of breast carcinoma 

cell lines was about 38% after two cycles [37]. In patients with advanced prostate cancer, Vortex 

(VTX-1) identified CTCs in 80% of cases [46]. Our recovery rate (22.2%) was lower than those 
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reported in previous studies. This could be explained by the fact that we were the first to use a 

UM cell line. Fewer UM cells were used for the experiments (15–150 cells in our experiments 

vs. ~300 cells usually) de-spite the fact that we performed two cycles as recommended by the 

manufacturer [37]. Also, we used a different CTC detection method based on the 

immunocytochemistry staining of monolayer cultures vs. immunofluorescence [37]. As 

outlined in Table 3 and in line with our results, Che et al. also found that the Vortex (VTX-1) 

device al-lowed higher recovery rates to be achieved (85%) than the Cellsearch device (15%) 

in 13 patients with breast or lung carcinomas [37].  

The Cellsearch platform uses a label-dependent approach for CTC enrichment with automatic 

capture and identification of CTC. The immunomagnetic-based Cell-search device is the only 

FDA-approved CTC platform for metastatic breast, prostate, and colon carcinomas to date [15]. 

For carcinomas, immunomagnetic antibodies directed against the epithelial cell adhesion 

molecule (EpCAM), an epithelial cell surface marker, have been used to target CTCs [47]. 

Melanoma cells do not express EpCAM. The Cellsearch Circulating Melanoma Cell assay uses 

a human high-molecular-weight-melanoma-associated antigen (HMW-MAA), called 

Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4 (CSPG4 or MCSP), as an identification marker in addition 

to CD146 (also known as MCAM (Melanoma Cell Adhesion Molecule) or MUC 18) to enrich 

CTCs from blood [48,49]. Melanoma CTCs must express CD146 and HMW-MAA receptors 

but not the leukocyte and endothelial cell markers (CD45 and CD34) to be considered CTCs 

[33]. The advantages of Cellsearch are its high specificity (purity) with positive enrichments 

allowing leukocyte elimination as well as its full automation, allowing a better repro-ducibility 

of the results from one study to another [17,24]. The Cellsearch device has been extensively 

compared to the ISET device in certain solid tumors and has shown lower recovery rates (Table 

3). Several studies have investigated the efficiency of the Cellsearch device in UM [18,48–50]. 

Anand et al. detected CTC in 30% and 42% of primary and metastatic UM patients (n = 39), 
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with a mean number of 5.9 CTCs isolated [49]. In another study conducted in 20 patients, Bande 

et al. detected CTCs in 50% of primary and metastatic UM patients and none in patients with 

benign naevi, with a mean number of only one CTC isolated [51]. Terai et al. identified CTCs 

in 52.9% of 34 primary and metastatic UM patients [50]. Interestingly, they also demonstrated 

a high-er sensitivity in arterial blood samples (detection rate = 100%) compared to venous blood 

samples (detection rate = 52.9%). Finally, Bidard et al. identified CTCs in 30% of metastatic 

UM patients (n = 40) and found a positive correlation between the number of CTCs and the 

presence of miliary liver metastases [48]. In line with Li et al., who identified CTCs in only 

1.8% of esophageal cancer patients [38], we found a very low recovery rate (1.1%) using the 

Cellsearch platform. Of interest, all the experiments were performed externally by the 

manufacturer itself (Menarini Silicon Biosystems, Bologne, Italy). A positive control (the 

M229 cutaneous melanoma cell line) was also used to confirm the identification of melanoma 

cells by the platform. Therefore, we hypothesized that our OMM 2.3 cells did not express 

CD146 at their surface. CD146 is a cell adhesion glycoprotein strongly expressed by cutaneous 

melanoma and UM cells. Beutel et al. found that 100% of 35 primary UM cells positively 

expressed CD146 by immunohistochemistry. However, its expression was highly 

heterogeneous [52]. They also found a stronger expression of CD146 in metastatic (82.3%) vs. 

primary (35.4%) UM patients. Lai et al. also demonstrated that CD146 was expressed by seven 

and three primary and metastatic UM cell lines, respectively, by RT-PCR, immunoblotting, and 

immunohistochemistry. Immunoblotting has shown variable CD146 levels de-pending on the 

cell lines [53]. While the OMM 2.3 cell line has not been analyzed in this study, lower CD146 

levels have been found in UM cell lines previously treated with iodine radioactive plaques, such 

as the OMM 2.3 cell line, compared to untreated cell lines [53]. Similarly, Beasley et al. [54] 

performed several immunohistochemistry analyses in five different UM cell lines (OMM 2.3 

cells were not studied). CD146 ex-pression was highly variable from one cell line to another 
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(from no to moderate marker intensity). ABCB5, MART 1, and GP 100 were the most strongly 

expressed markers in almost all the studies of UM cell lines. Flow cytometry revealed strong 

CD146 expression in all investigated UM cell lines. Interestingly, CD146 was not expressed in 

6 out of 10 UM patients and MCSP was not detected in any of the UM specimens [54]. Final-

ly, CD146 was expressed in all the 80 UM samples available in The Cancer Genome At-las 

analyses [55]. We analyzed CD146 by immunochemistry in OMM 2.3 and M229 cell lines (see 

Supplementary Figure S1). The expression was negative in OMM 2.3 cells and positive in 

M229 cell lines.  

To our knowledge, our study was the first to isolate in vitro UM cells using the Cellsearch 

device. According to us, the variable and heterogeneous expression of CD146 could explain the 

low recovery rate and the discrepancies found in the literature. Furthermore, a highly variable 

expression of the antigen in identical cell lines cultured in different institutions has already been 

reported, resulting in recovery rates ranging between 12 and up to 83% for a given epithelial 

cell line when the CellSearch system was used [56]. This finding highlights a limitation of the 

label-dependent Cell-search platform. Unlike other CTC platforms based on label-free 

approaches, UM cells weakly expressing CD-146 might not be enriched, leading to inaccurate 

results. Although CD146 tends to be more strongly expressed in metastatic UM cells [52], the 

mesenchymal transition of metastatic UM cells remains poorly investigated. This limitation 

could explain why previous studies have used other immunoaffinity- and immunomagnetic-

based isolation methods to capture UM CTCs. In the literature, large differences have been 

found depending on the immunomagnetically embedded anti-body used. Tura et al. used a dual-

immunomagnetic enrichment (NKI/C3, NKI/beteb immunobeads) and identified CTCs in 

93.6% of primary UM patients [57]. Ulmer et al. [58] and then Suesskind et al. [59] used the 

anti-melanoma-associated chondroitin sulphate proteoglycan (MCSP) antibody conjugated 

with microbeads and identified CTCs in 19% and 14% of UM patients, respectively. Eide et al. 
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used sheep anti-mouse IgG antibody-coated superparamagnetic particles conjugated with 

several antibodies (9.2.27 anti-melanoma-associated antibody, Ep-1 IgG1 antibody, and 376.96 

antibody) and found CTCs in only 1.6% (n = 328) of UM patients [60]. More recently, Beasley 

et al. used a multimarker panel of immunomagnetic beads directed against anti-ABCB5, an-ti-

gp100, anti-CD146, and anti-MCSP antibodies and identified CTCs in 86% of patients with  

localized UM (n = 43) [54].  

 

Table 3. Summary of the previous studies comparing the CTC platforms used in the current 

study. 

 

3.2. Other Features to Be Considered  

Authors, year 
In Vitro or In 

Vivo Study 
Cancer Type 

CTC Platform Used (Detection or 

Recovery Rate)  

Present study In vitro  Uveal melanoma 

Vortex (VTX-1) (22.2%) 

ClearCell FX (8.9%) 

ISET (42.2%) 

Cellsearch (1.1%) 

Tamminga et al., 

2020 [26] 
In vivo 

Non-small cell lung 

carcinoma 

ISET (88%) 

Cellsearch (69%) 

Yin et al., 2019 [27] In vivo Breast cancer 
ClearCell FX (27.8%) 

Cellsearch (27.8%) 

Bai et al., 2018 [28] In vivo Renal cell carcinoma 
ISET (36.1%) 

Cellsearch (19.4%) 

Che et al., 2016 [37] In vivo Breast and lung cancer  
Vortex (VTX-1) (85%) 

Cellsearch (15%) 

Kallergi et al., 2016 

[29] 
In vitro Breast cancer 

ISET (95%) 

Cellsearch (52%) 

Li et al. 2015 [38] In vivo Esophageal cancer 
ISET (32.8%) 

Cellsearch (1.8%) 

Morris et al., 2014 

[30] 
In vivo Hepatocellular cancer 

ISET (100%) 

Cellsearch (28%) 

Krebs et al., 2012 

[31] 
In vivo 

Non-small cell lung 

carcinoma 

ISET (80%) 

Cellsearch (23%) 

Khoja et al., 2012 

[32] 
In vivo Pancreatic cancer 

ISET (93%) 

Cellsearch (40%) 

Hofman et al., 2011 

[33] 
In vivo 

Non-small cell lung 

carcinoma 

ISET (50%) 

Cellsearch (39%) 
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Although paramount, the recovery rate (sensitivity) is insufficient to assess a CTC platform. In 

our opinion and experience, the ideal CTC platform should have the following characteristics: 

(i) reliable with satisfactory sensitivity and specificity rates, (ii) reproducible between multiple 

experiments, (iii) user-friendly and not requiring ex-tensive training, (iv) capable of capturing 

CTCs regardless of their phenotypic characteristics, (v) able to process several samples 

simultaneously, (vi) allow downstream analyses to be performed (genetics, proteomics, culture, 

CDX), (vii) associated with rapid processing to minimize the time between blood collection 

and CTC isolation, (viii) cost attractive, and (ix) ergonomic. Overall, the goal of a CTC platform 

is to be used in daily clinical practice (Table 4).  

 

CTC 

Platform 
Mechanism 

Reliability 

(Capture 

Rate) in the 

Present 

Study 

Reproducible 

and User-

Friendly 

Total Duration 

in Minutes 

(CTC Capture 

and 

Identification) 

Number of 

Samples 

That Can 

Be 

Processed 

at the Same 

Time 

Ease of 

Performing 

Downstream 

Analyses 

Ergonomic 

Vortex 

(VTX-1) 
Microfluidic 22.2% Yes ~180 1 Easy Yes 

ClearCell 

FX 
Microfluidic 8.9% Yes ~180 1 Easy Yes 

ISET 

Isolation 

according to the 

size 

39.2% Variable ~150 4 More difficult Yes 

Cellsearch Immunomagnetic 1.1% Yes ~180 8 More difficult No 

 

Table 4. Comparison of the four CTC platforms used in the present study. 
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Capturing CTCs is considered a time-consuming procedure, which limits its daily clinical 

application. The low throughput and the inability to process large sample volumes are two well-

established limitations of physical microfluidic platforms [24]. In-deed, the Vortex (VTX-1) 

and ClearCell FX platforms can only process one sample at a time compared to ISET (up to 

four samples simultaneously) and Cellsearch (up to eight samples simultaneously). Of the four 

CTC platforms compared, ISET was the fastest device, achieving filtration in just 1–2 min. 

However, the prefiltration time, including thawing of RareCells Buffer, PHmetry [61], and the 

time for the manual transfer of pores to a plate for immunocytochemistry, lengthened the 

process. Based on our experience, the processing time was similar for all the CTC platforms 

and other CTC detection methods.  

Another feature to take into account is the time required to process the samples. A significant 

difference between the processing times may induce a confounding bias. In our study, all 

samples were processed within 2 h. In clinical studies, the time to process a sample mainly 

depends on the collector tube used to collect the blood rather than on the platform itself. 

Usually, CTCs are processed within a few hours and up to 72 h, depending on the blood 

collection tubes used. CTCs isolated with EDTA tubes should be processed within 24 h, 

whereas streck or Cellsave tubes allow the analysis to be delayed for up to 72 h [33,62]. This 

feature is of prime interest for future multicentric studies in which a longer processing time will 

be required. 

Good reproducibility is essential for application in daily clinical practice [24]. In our 

experience, automation is paramount and manual processing should be reduced as much as 

possible to reduce the interoperator variability. All the platforms we com-pared were relatively 

user-friendly. In our experience, CTC identification with the ISET platform, which consisted 

of manually cutting the pores, was a bit tedious and time-consuming. Due to manual errors, we 
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had to repeat the experiments several times to achieve n = 13. In our experience, the Vortex 

(VTX-1) device combined several qualities such as a simple dilution with sterile PBS, 

automatic filtration, and collection of CTCs in a PBS solution, allowing simple and rapid plate 

fixation before automated immuno-cytochemistry.  

Recently, the counting of CTCs has been supplanted by their molecular characterization [24]. 

Downstream analyses using the Vortex (VTX-1) [63–65] and ClearCell FX [66] platforms have 

been published. Recovering CTCs using Cellsearch is often considered difficult due to the 

strong immunomagnetic interactions with the platform sur-face [22]. Despite this, several 

articles have demonstrated the feasibility of genetic analyses and even of a CTC-derived explant 

using the Cellsearch platform [67]. Molecular analyses have also been performed using the 

ISET technology [68–70] as well as the collection of live cells using the Rarecells protocol [61]. 

In our experience, down-stream analyses are easier to perform when CTCs are freely collected 

in liquid as is the case with the Vortex (VTX-1) and ClearCell FX devices.  

Although it has not been investigated in detail due to a very low recovery rate, the Cellsearch 

device is considered the most specific CTC device, yielding the best purity. This can be 

explained by the use of positive immunomagnetic enrichments [24]. In addition, specific 

training is mandatory and provided by the manufacturer. This probably limits the interoperator 

variability and the false-positive detection rates [71]. In contrast, size-dependent isolation 

techniques, as with the ISET platform, are associated with very low purity rates [24].  

Collecting viable CTCs has become a priority in order to offer personalized medicine. Patient-

derived xenografts (PDX) from previously isolated CTCs have been re-ported with the Vortex 

(VTX-1) [72], ISET [61] and Cellsearch [67] platforms. The chemosensitivity of previously 

isolated CTCs has been reported in vitro with the ClearCell FX device [73]. Inertial focusing 

technologies (e.g., with the Vortex (VTX-1) and ClearCell FX) are known to exert little 
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mechanical stress on CTCs and are thought to yield a higher rate of viable CTCs compared to 

other technologies [24].  

Today, laboratory ergonomics has become an issue and even a priority [74], particularly in our 

department, which offers additional biobanking activities [75]. The four CTC capture devices 

are ergonomic. CTC identification was performed using the same immunohistochemistry 

platform (Benchmark Ultra, Roche Diagnostics, Tuczon, AZ, USA) for the Vortex (VTX-1), 

ClearCell FX, and ISET devices. This immunohistochemistry platform is commonly used in 

daily clinical practice and is present in many pathology laboratories, and therefore requires no 

additional space in our workplace. The Cellsearch device comprises a CTC tracker to capture 

CTCs (Automated Celltracks Autoprep system) and a large CTC analyzer dedicated to CTC 

revelation (Celltracks Analyzer II system), which is not used in our daily clinical practice.  

The price of the device, dedicated equipment, and after-sales service will not be discussed 

because our devices were acquired at different dates and contracts are generally negotiated on 

a case-by-case basis. A careful health economics analysis investigating the impact of LB in UM 

with the aim of providing dedicated and personalized medicine would be of strong interest in 

the near future [76].  

As already mentioned, the choice of the ideal CTC platform differs greatly from one team to 

another [24]. For diagnostic/prognostic purposes (CTC counting), a high recovery rate 

(sensitivity) as well as rapid processing are mandatory, as offered by physical and label-free 

platforms (e.g., the ISET), or by the FDA-approved Cellsearch in metastatic breast, colorectal, 

and prostate cancers [18]. For drug testing and CDX experiments, viable CTCs are needed and 

label-free platforms based on the inertial focusing process should be preferred (e.g., the Vortex 

(VTX-1) and ClearCell FX).  

3.3. Strengths of the Study and Perspectives 
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Our study was the first to compare the efficiency of four different commercially available CTC 

platforms using a UM cell line. Using a single UM cell line allowed a direct comparison to be 

made and the experimental conditions to be standardized, thus limiting variability due to the 

cells and experimental conditions. Only one study has compared ctDNA levels with the CTC 

count using the Cellsearch platform [73]. In other solid malignancies, only a few studies have 

directly compared various CTC isolation techniques [29].  

We developed a standardized and reproducible methodology for collecting and detecting CTCs 

using the Vortex (VTX-1) and ClearCell FX microfluidic platforms. Melan-A red 

immunocytochemistry was performed using the automated BenchMark Ultra system (Roche 

Diagnostics, Tuczon, AZ, USA), which is used in daily clinical practice. In our opinion, this 

allows a reduction in the interoperator variability.  

It is estimated that a tumor lesion detectable using conventional imaging techniques is 

composed of about 109 cells [78]. Therefore, CTC identification prior to the diagnosis of 

metastatic spread could allow early diagnosis and “preventive” treatment [17]. This is of prime 

interest in UM since no curative treatment is currently available for metastatic UM [10]. 

Therefore, treatment administered at a very early stage, when CTCs are circulating, could 

represent a promising therapeutic approach in the near future.  

The number of CTCs recovered has been associated with a poorer prognosis in UM. Anand et 

al. observed a greater number of CTCs in patients with metastatic dis-ease and demonstrated 

that the number of CTCs correlated with class 2 UM [49]. Mazzini et al. found that the detection 

of >10 CTCs was significantly associated with aggressive histological types and reduced 

overall survival [39]. Bidard et al. found that the number of CTCs correlated with the presence 

of miliary liver metastases [48]. The loss of chromosome 3 and the loss of BAP1 nuclear 

expression have been strongly as-sociated with the metastatic spread of UM [79,80]. 
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Interestingly, Tura et al. studied chromosome 3 status in CTCs isolated from 44 non-metastatic 

UM patients using an immuno-FISH isolation technique (anti-NKIC3 and anti-MCSP 

antibodies) [57]. They found that CTCs with chromosome 3 monosomy were significantly 

associated with a higher TNM stage than CTCs with chromosome 3 disomy. An interesting 

perspective would be to monitor BAP1 expression along with Melan-A expression by multiplex 

immunocytochemistry in order to identify CTCs and obtain additional prognostic in-sights. The 

prognostic power of CTC identification and the loss of BAP1 expression could help to predict 

with high accuracy the metastatic risk in a patient with primary UM.  

3.4. Limitations  

This study has several limitations. First, we compared four different devices at different time 

periods (study period was from January 2021 to December 2022) and over several weeks 

(except for Cellsearch, where all the experiments were carried out the same day). However, it 

was impossible to realize all the analyses on the same day because the Vortex VTX1 and 

ClearCell FX instruments require sample processing one by one. In addition, it took a while to 

order the different buffers, restart some platforms, and unfreeze the cells before experiments 

with a new platform. Similarly, we compared four platforms with different throughputs and 

therefore different processing times. CTC filtration with the ISET device was very fast (≈1–2 

min) compared to the other three CTC platforms (≈60 min). It could be assumed that the longer 

the processing time, the lower the cell viability and the lower the recovery rate. We tried to 

reduce this potential bias by using a specific control (see Materials and Methods section) in 

each experiment to determine an adjusted recovery rate (Table 1). We did not observe any 

significant differences between the non-adjusted and adjusted recovery rates. We even observed 

an improvement in the adjusted recovery rate with the ISET device, suggesting that this bias 

was very limited. All the experiments were carried out by the same operator and we used 
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automated devices as much as possible to increase the daily clinical application of our protocol. 

Therefore, we do not think that intravariability represents a major issue in this study.  

Secondly, our study was an in vitro study, which could be considered a limitation or an 

advantage. On the one hand, CTC viability is thought to be higher in venous blood due to 

continuous interactions with the microenvironment (other blood cells such as neutrophils and 

platelets, cytokines, growth factors, etc.) [81] compared to in vitro conditions in RPMI media 

where the cells are more likely to die from anoikis [22,81]. The in vitro handling of tumor cells 

in culture could alter their viability. This could have led to an underestimation of the actual 

recovery rate in our in vitro assessment. We tried to take this into account by performing several 

experiments using venous blood. In addition, in vivo UM CTCs may carry several mutations 

(frequent chromosome 3 monosomy, loss of BAP1) and surface marker changes during the 

EMT [64], which probably distinguishes them from other commercially available UM cell lines. 

On the other hand, only in vitro experiments allow the recovery rate of a given CTC platform 

to be assessed with a limited risk of false positives. Indeed, when processing a patient’s blood, 

it is impossible to accurately assess the initial number of venous CTCs, and several cells may 

be wrongly identified as CTCs (false positives). Therefore, it is essential to distinguish between 

the recovery rate, which can only be assessed in in vitro experiments, and the detection rate, 

which is assessed in in vivo experiments conducted in patients. Most studies have found 

variable CTC detection rates using different CTC platforms (Table 3) [24]. For reproducibility 

purposes, we chose to systematically target Melan-A in all our experiments, except for the 

Cellsearch device (automatic detection of the HMW-MAA and CD146). Melan-A is expressed 

in primary and metastatic UM, thus limiting an underestimation bias [82].  

Thirdly, we only assessed the sensitivity of each platform by determining a specific recovery 

rate. However, the specificity or purity of the devices was NOT calculated. Indeed, the number 
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of CTCs collected/total number of cells collected was not assessed [24]. Purity has been shown 

to be essential for downstream analyses, such as genomics and proteomics, by reducing 

confounding DNA or RNA from leukocytes [24].  

Fourthly, the experiments performed with the Cellsearch device were inconclusive. The 

recovery rate was low, as discussed above. Our results differ from those previously published 

for Cellsearch in UM patients. The most plausible explanation would be the low expression of 

CD146 in our OMM 2.3 cells. This highlights a limitation of the Cellsearch device and of all 

label-dependent capture devices.  

Fifthly, the initial number of cells seeded was not strictly identical between the experiments, 

the lowest number being observed when assessing the ISET and Cell-search devices (Table 2). 

However, as the ISET was associated with the best recovery rates, we do not believe that this 

feature was of primary interest. In addition, we seed-ed about 15–150 cells per experiment, 

which is lower than previously reported (≈300) in other in vitro studies [83].  

Finally, only positive controls but no negatives controls were performed in this study. Negative 

controls are not useful for experiments conducted in RPMI but would have been relevant for 

experiments conducted in venous blood. 

 

4. Materials and Methods 

4.1. Study Protocol 

An in vitro study was conducted at Nice University Hospital between January 2021 and 

December 2022. For each CTC platform, 10–13 experiments were performed depending on the 

CTC device used after seeding a definite number of metastatic UM cells (OMM 2.3 cell line) 

diluted in RPMI medium and/or venous blood from a healthy donor. The efficiency of each 
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CTC platform was determined by calculating the cell recovery rate. A dedicated control was 

used to obtain an adjusted recovery rate when possible. The whole protocol is summarized in 

Figure 3.  

 

 

 

Figure 3. Summary of the whole protocol. HMW-MAA: high-molecular-weight melanoma-

associated antigen. 

 

4.1.1. Cell Preparation 

The metastatic OMM 2.3 (also called OMM 2.5) UM cell line was used in all the experiments. 

OMM 2.3 cells were kindly provided by Dr. Jager MJ from Leiden University Medical Center 
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(Leiden, The Netherlands). OMM 2.3 cell characteristics are summarized in Table 5 [84,85]. 

Our OMM 2.3 cell line was externally authenticated (Northgene, UK, available on request).  

OMM 2.3 Cell Characteristics  

Age of the donor 80 years old 

Gender of the donor Male 

Primary treatment 
Iodine-125 plaque followed by secondary 

enucleation 

Cellularity 
Mixed with a predominance of epithelioid cells 

(70%) 

Ciliary body involvement Yes 

Mitotic index 11 mitotic figures per ten 40× high-power fields 

Necrosis Yes (post-radiation plaque) 

Extraocular extent Yes, through the emissary venous channels 

Time to metastases 8 years 

Time between liver biopsy and death 1 month 

Chromosome 3 status Disomy 3 

BAP 1 status Expressed 

Melan-A expression 80% of cells 

 

Table 5. Summary of the OMM 2.3 cell line characteristics. 

 

 

OMM 2.3 cells were used to determine the efficiency of four CTC platforms. OMM 2.3 cells 

were cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% 

Penicillin-Streptomycin (Gibco, Thermofisher, Scientific, Waltham, MA USA) at 37 °C in a 

humidified atmosphere containing 5% of CO2. When a confluence of 70% was reached, the 

OMM 2.3 cells were stained with the Celltracker green CMFDA dye (Thermofisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) at a concentration of 1 µM (Figure 4A). After 30 min, the medium and 

the dye were removed by aspiration. TrypLE Ex-press (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) was used to dissociate the cells. As shown in Figure 4B, the mean diameter of OMM 2.3 
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cells was ≈20–25 µm (the diam-eter of a CTC and a white blood cell is 12–25 µm and 8–14 

µm, respectively [24]).  

  

 

 

Figure 4. (A) Staining of OMM 2.3 cells with the Celltracker green CMFDA dye (magnification 

x60). (B) The size of OMM 2.3 cells after dissociation with TrypLE Express was approximately 

25 µm. 

 

The cells were successively diluted in RPMI medium supplemented with FBS. The cells were 

seeded in a 96-well plate (≈100–150 µL/well). Cells were manually counted twice by the same 

operator using an inverted EVOS fluorescent microscope. Wells containing ≈15–150 cells were 

used immediately for further experiments with the CTC platforms. The cells were added to 1.5 

mL Eppendorf tubes (Figure 5). Empty wells were counted again to ensure that no residual cells 

adhered to the plate. If any cells had not detached from the plate, the latter were removed from 

the cell count. The initial cell number (iCN) was calculated as follows: cell count in Eppendorf 

tube minus cells stood attached to the plate. In all experiments and all the protocol steps, all the 
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cones and tubes were coated with RPMI medium supplemented with FBS to avoid cell 

adherence to their walls. OMM 2.3 control cells were counted and then added to 1.5 mL 

Eppendorf tubes containing RPMI, as described above. Control cells were processed 

simultaneously. For experiments performed in venous blood, a venous puncture was performed 

on the same day and blood was collected in a 10 mL EDTA tube for the Vortex (VTX-1), 

ClearCell FX, and ISET devices or in a 10 mL Cellsave tube for the Cellsearch device (Figure 

5). The total duration of cell preparation was about 90 min.  

 

  

Figure 5. OMM 2.3 UM cell preparation (magnification x60). FBS: fetal bovine serum. 

 

4.1.2. OMM 2.3 Cell Capture  

In this study, 4 different CTC platforms were compared. For the Vortex (VTX-1), ClearCell 

FX, and ISET platforms, 10 and 3 experiments were performed on freshly isolated OMM 2.3 
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cell suspensions in RPMI medium and venous blood from a healthy donor, respectively. The 

Cellsearch experiments can only be performed on blood samples, so 10 experiments were 

performed in venous blood.  

The Vortex (VTX-1) device (Biosciences, Pleasanton, CA, USA) is a microfluidic platform 

based on the inertial focusing process. Cells were diluted into 40 mL of sterile PBS. When 

healthy blood was used, 4 mL of blood was diluted into 36 mL of sterile PBS as recommended 

by the manufacturer [37]. Two cycles were performed as recommended by the manufacturer 

for a total duration of ≈50 min [37]. Performing 2 cycles has been shown to be associated with 

a good balance between the purity and the recovery rate [37]. About 300 µL of filtered OMM 

2.3 cell suspension was collected in PBS in a dedicated 1.5 mL Eppendorf tube. An 

FBS+RPMI-coated cone was used to incubate the cells with the PreservCyt solution (ThinPrep, 

Hologic, France; 20 mL) for fixation. The cells were immediately transferred to a 96-well plate 

using the Thinprep 2000 platform (Hologic, France).  

ClearCell FX (ClearBridge, Biolidics, Singapore) is another microfluidic platform based on the 

inertial focusing process [42]. Cells were resuspended in ClearCell FX re-suspension buffer. 

For blood experiments, a red cell lysis buffer (G-Bioscience, St Lou-is, MO, USA) was added 

to the 7.5 mL of blood at a 4:1 ratio (vol/vol), followed by centrifugation (1500 rpm for 10 min 

at room temperature) as recommended by the manufacturer [41]. The supernatant was 

discarded, and 4 mL of ClearCell FX resuspension buffer was added. In all experiments, a single 

run was performed for a total duration of ≈45 min, allowing approximately 12 mL of filtered 

cells to be collected in PBS. The cells were transferred, using coated cones, to the PreservCyt 

solution (20 mL) and processed as described above.  

The ISET platform (Rarecells, Paris, France) captures cells according to their size. OMM 2.3 

cells were incubated in 10 mL of venous blood from healthy donors. The blood was then diluted 
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with the Rarecells buffer solution with a 10-fold dilution as previously described [61]. The 

Rarecells cartridge was then used to filter the diluted blood through the dedicated filter 

containing 10 pores of 8 µm size each with a 10 kPa pressure. Sterile PBS was used before and 

after filtration as recommended by the manufacturer [61]. Filtration did not exceed 1–2 min per 

sample. The 10 pores were manually fixed on a Superfrost Slide (Thermofisher Scientific, 

Waltham, USA) before per-forming immunochemistry.  

Cellsearch (Menarini Silicon Biosystems, Florence, Italy) is the only FDA-approved CTC 

device, and was approved in 2004. Cellsearch’s technology is based on immunomagnetic 

capture with positive and negative enrichments [18]. OMM 2.3 cells were incubated in 7.5 mL 

Cellsave tubes with venous blood from healthy donors. No in vitro analyses with RPMI could 

be performed with the Cellsearch device because a blood interface is needed to launch the 

device. Therefore, 10 experiments were per-formed using venous blood from healthy donors. 

A control (M229 cell line) derived from cutaneous melanoma was used, and the expression of 

CD146 was also assessed to ensure the proper functioning of the Cellsearch device. The 

manufacturer externally processed the Cellsave tubes within 72 h. Briefly, CD146+ cells were 

immunomagnetically enriched and stained with 4,2-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

(DAPI), a phycoerythrin-conjugated antibody (clone 9.2.27) that binds to HMW-MAA, and a 

mixture of two allophycocyanin-conjugated antibodies to identify leukocytes (CD45, clone 

HI30) and endothelial cells (CD34, clone 581) [48,51]. Oval-shaped cells positive for DAPI 

and HMW-MAA and negative for CD45 and CD34 were considered OMM 2.3 cells.  

Controls. When possible, a dedicated control was used with the Vortex (VTX-1), ClearCell FX, 

and ISET devices to confirm cell viability and better assess each plat-form’s recovery rate. 

OMM 2.3 cells were cultured in ≈300–400 µL of RPMI medium supplemented with FBS). 

OMM 2.3 control cells were fixed in the PreservCyt solution (20 mL) using FBS-coated cones 
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at the same time as the processing of the tested samples. This “simultaneous” fixation allowed 

a reduction in any bias related to cell viability and cell lysis due to the duration of the 

experiment. The control cells were then seeded into a 96-well plate using the Thinprep platform 

(Hologic, France), as described above.  

4.1.3. Immunocytochemistry  

Immunocytochemistry was performed using the BenchMark Ultra automated staining 

instrument (Roche Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) for cells re-covered with the 

Vortex (VTX-1), ClearCell FX, and ISET platforms. An anti-melan-A (A103 clone, ready-to-

use, Roche Ventana, Tucson, AZ, USA) antibody was used. The Fast Red IHC Detection Kit 

(Roche Ventana, Tucson, AZ, USA) was used according to the manufacturer’s 

recommendations for cells recovered using the Vortex (VTX-1) and ClearCell FX platforms. 

Sections were counter-stained with hematoxylin and bluing reagent. For cells recovered with 

the ISET platform, an anti-melan-A antibody and the Ultraview Universal DAB Detection Kit 

(Ventana, Tucson, AZ, USA) without Fast Red IHC Detection Kit were used. Each IHC staining 

included positive and negative controls. 

4.1.4. Cell Counting and Recovery Rate  

The final cell number (fCN) was determined manually by 2 blinded investigators using a 

dedicated microscope (AM, SL). The fCN was the mean of the 2 counts. A cell was considered 

a captured OMM 2.3 UM cell if it had (i) a round-shaped appearance, (ii) a high 

nucleus/cytoplasmic ratio, and (iii) was positive for Melan-A or Melan-A red staining (Figure 

2). The recovery rate (RR) was calculated as the final cell number (fCN) divided by the initial 

cell number (iCN). The adjusted recovery rate (aRR) was calculated as the RR obtained with 

the CTC platforms divided by the RR of the corresponding controls. For the Cellsearch device, 
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the CTC count was automatically deter-mined by the manufacturer, so no aRR could be 

calculated.  

4.2. Statistics 

Descriptive statistics are presented as numbers and percentages. Data normality and 

heteroskedasticity were assessed using the Shapiro–Wilk test and Levene’s test. The difference 

between the initial and final cell counts, as well as the recovery rates depending on the CTC 

platform used, were assessed using the Kruskal–Wallis test. If the null hypothesis of the 

Kruskal–Wallis test was rejected, post hoc pairwise analyses were performed using the Dunn–

Bonferoni test. The alpha risk was set at 5% (α = 0.05). Statistical analyses were performed 

with EasyMedStat (version 3.22; www.easymedstat.com accessed on 12 april 2023). 

 

5. Conclusions 

We found the highest tumor cell recovery rates with the ISET and Vortex (VTX-1) platforms 

compared to the ClearCell FX and Cellsearch devices using our UM cell line. However, other 

parameters such as the reason for choosing a platform (diagnosis, genetics, drug sensitivity, 

CDX models), reproducibility, purity, user-friendliness, cost-effectiveness, and ergonomics 

should also be taken into account before using these de-vices in daily clinical practice.  
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PARTIE III-3 : Importance d’une biobanque dédiée à 

l’onco-ophtalmologie 

 

A la suite des résultats précédents, nous avons déterminé que la détection des CTCs de 

MU par l’utilisation de la technologie microfluidique avec le Vortex VTX-1 était prometteuse. 

L’étape suivante consistait à élaborer un protocole d’application chez l’humain. Pour cela, 2 

étapes ont été nécessaires : 

(i) Mise en place d’une étude clinique coopérative entre le service d’ophtalmologie 

du CHU de Nice (MU primitifs) et le Centre Antoine Lacassagne (MU 

métastatiques). Une convention a été rédigée entre nos deux centres pour inclure 

des patients avec MU primitifs et métastatique (étude « Liquid Mel Uv »). Deux 

sources de financement ont été obtenues : bourse du GIRCI MED (valo data, 

2021) d’un montant de 35 000 euros et une bourse individuelle de la fondation 

des aveugles de guerre d’un montant de 30 000 euros.  

(ii) Mise en place d’une biobanque dédiée. Il est indispensable de stocker des 

prélèvements (sanguins, tissulaires, humeur aqueuse) de qualité avant de les 

analyser. Une biobanque dédiée et certifiée est indispensable et a fait l’objet d’un 

article résumé ci-dessous.  
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3.3.1. Résumé de l’article Importance d’une biobanque dédiée à l’onco-Ophtalmologie : 

l’exemple de la NOMA (Nice Ocular MelanomA) biobanque. 

 

Le concept de biobanque a réellement émergé en 1996 et s’est rapidement 

popularisé. Aujourd’hui, toutes les tumeurs disposent de plusieurs biobanques à travers le 

monde afin de promouvoir la recherche clinique translationnelle (Hewitt and Watson, 2013).  

Constituer une biobanque dédiée à l’onco-ophtalmolgie est important pour plusieurs raisons : 

(i) En raison de la rareté des tumeurs rencontrées. Par exemple, l’incidence du MU aux 

Etats-Unis est estimée à 6 par million d’habitants (Singh et al., 2011). En France, 

entre 400 et 450 cas seulement sont diagnostiqués annuellement.  

(ii) En raison de la grande diversité des tumeurs rencontrées. C’est au niveau de la 

région péri-oculaire que la plus grande diversité en mélanomes est observée : 

mélanome uvéal, conjonctival, palpébral, orbitaire avec des lésions de nature 

primitive ou métastatique. Pourtant si proches d’un point de vue anatomique 

(éloignés de quelques millimètres à centimètres), tous ces mélanomes possèdent des 

caractéristiques onco-génétiques parfois proches, parfois radicalement différentes. 

Par exemple, le mélanome cutané est plus proche du mélanome conjonctival 

(mutations BRAF, NRAS, NF1, c-Kit) que du mélanome uvéal (mutation GNAQ-

GNA11, SF3B1, EIF1AX). Cela explique que les traitements conventionnels (anti 

BRAF + anti MEK) dans le mélanome cutané ne fonctionnent pas dans le MU 

(Pandiani et al., 2017).  

(iii) En raison de la rareté des prélèvements. La biopsie tissulaire est exceptionnelle dans 

le MU. Seuls les patients énuclées bénéficieront d’une analyse histologique, histo-

pronostique et onco-génétique de précision. Stocker ces échantillons rares est donc 



141 

 

primordial pour mener des études translationnelles sur un nombre suffisants 

d’échantillons.  

(iv) Il n’existe actuellement aucun modèle animal reconnu de MU (Uner et al., 2022). 

La recherche doit donc s’effectuer sur des prélèvements humains de qualité.  

(v) L’émergence des biopsies liquides dans le MU est probablement expliquée par sa 

dissémination strictement hématogène et l’absence de biopsie tissulaire. Depuis plus 

d’une décennie, les études sur la biopsie liquide dans le MU se sont multipliées 

nécessitant le stockage de ces prélèvements (plasma notamment) réalisés en 

abondance (avant, pendant et après le traitement du MU).  

 

Le LPCE dispose depuis 2013 d’une biobanque, avec une collection dédiée à l’onco-

ophtalmologie (BB-0033-00025, https://biobank-cotedazur.fr). Disposer d’une biobanque 

sous-entend la nécessité de traiter plusieurs problématiques et explique peut-être le faible 

nombre de biobanques dédiées à l’onco-ophtalmologie (Gao et al., 2021) :  

(i) Aspects légaux  

Notre biobanque a reçu l’agrément NF S96-900, ISO 9001 et ISO20387 témoignant de sa 

qualité. De plus, le LPCE est accrédité COFRAC ISO15189 pour son activité d’anatomie 

pathologie. notamment en ophtalmologie. 

(ii) Aspects économiques 

L’activité de biobanque est une activité couteuse et souvent peu rentable. Le fonctionnement 

financier de notre biobanque est soutenu à la fois sur le plan national (mission MERRI 

« Mission Enseignement Recherche Reference et Innovation », programme DGOS « Direction 

https://biobank-cotedazur.fr/
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Générale de l’Offre de Soins ») et sur le plan local par déstockage des prélèvements (via des 

MTA : Material Transfer Agreement).  

 

(iii) Aspects techniques et informatiques 

Collecter les prélèvements nécessite une organisation spécifique en amont avec : 

- Consentement écrit du patient 

- Envoi des prélèvements dans un délai contraint 

- Traitement et stockage des prélèvements dès réception  

- Implémentation avec les données cliniques, paracliniques, histologiques et génétiques 

 

Dans le MU, le circuit est le suivant. Un examen clinique complet et une échographie 

oculaire notamment sont systématiquement réalisés. Après information et consentement éclairé 

du patient, 4 tubes de sang sont systématiquement prélevés au bloc opératoire avant traitement 

(Tubes de 10 ml EDTA). Aucune PCA ou biopsie transsclérale ne sont réalisées dans notre 

centre en routine. En cas d’énucléation, l’œil est énucléé puis une PCA et une ponction de vitré 

sont réalisées sur table opératoire. Les prélèvements sont acheminés par un système 

pneumatique au LPCE dans la foulée.  

Lorsque la taille de la tumeur le permet, des prélèvements tissulaires sont congelés dans l’azote 

liquide puis stockés à -80°C. Des prélèvements tissulaires sont également mis en paraffine et 

les blocs sont conservés à 4°C. A partir de tubes de sang veineux en EDTA, les PBMC 

(peripheral blood mononuclear cells) sont extraits par centrifugations à l’aide de tubes 

Lymphoprep sur environ 5ml de sang, la quantité de cellule en suspension est évaluée, puis les 

PBMC passent par une phase de descente en température progressive (Boîte spéciale cellules à 
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-80°C entre 24h et 1 semaine) avant d’être conservés à -196°C. Avec le reste de sang, du plasma 

est extrait par centrifugation (10min à 1000g à TA) et conservé à -80°C. L’humeur aqueuse est 

également conservée directement à -80°C après aliquotage. Les données cliniques et 

paracliniques sont enregistrées dans un logiciel dédié SYNAPSE (âge, sexe, antécédents 

carcinologiques personnels et familiaux, acuité visuelle, pression intra oculaire, cataracte, 

décollement de rétine, extension extra sclérale, injections intra vitréennes réalisées, diamètre et 

épaisseur tumorale, envahissement du corps ciliaire, classification pTNM, type cellulaire, 

mitoses, nécrose, infiltrats inflammatoires, statut immunohistochimique de BAP1, type de 

resection (R0, R1, R2), classification chromosomique de Trolet, suivi : métasases, 

survie)(Martel et al., 2023a).  

 

En 2023, la composition de notre biobanque était la suivante : 

- 207 patients inclus depuis 2013 dont 160 MU. 

- Parmi les 160 MU, 66 patients (41%) avaient bénéficié d’une énucléation primaire ou 

secondaire et 124 patients (77,5%) avaient bénéficié d’une biopsie liquide veineuse.  

- Parmi les 66 MU énuclées, plus de la moitié présentaient un stade pT3 selon la 

classification TNM, l’épaisseur moyenne était de 12,1 mm (0,2-20), le sous type 

cellulaire épithélioide était majoritaire (67%), une extension extra sclérale était notée 

dans 20% des cas, un tiers des cas présentaient une infiltration des corps ciliaires et trois 

quart présentaient une perte de l’expression nucléaire de BAP-1.  

- Parmi les 66 MU énuclées, 28 (42%) ont bénéficié d’une analyse génétique 

complémentaire. Plus des deux tiers (69%) étaient classifiés à haut risque métastatique 

(perte du chromosome 3 et gain 8q) selon la classification de Trolet.  
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L’établissement d’une biobanque en onco-ophtalmologie combine plusieurs avantages :  

(i) Développement de la recherche clinique translationnelle  

Récemment, plusieurs équipes ont rapporté l’intérêt de l’humeur aqueuse et du prélèvement 

veineux dans le diagnostic de MU, notamment en cas de faible taille tumorale (Grisanti et 

al., 2023; Im et al., 2022). Dans une pathologie où la biopsie tissulaire n’est pas réalisée en 

routine, ces nouveaux outils s’avèrent particulièrement prometteurs. Une meilleure 

pronostication du risque métastatique est également capitale afin d’inclure les patients à 

haut risque métastatique dans des essais cliniques avec mise en place de traitements 

adjuvants (i.e. lors du traitement du primitif oculaire)(Valsecchi et al., 2018). L’intérêt de 

la biobanque repose également sur son caractère transversal dans le temps. Comparer la 

cytogénétique tumorale entre le traitement primitif, après radiothérapie (Dogrusöz et al., 

2015) et lors du processus métastatique peut permettre une meilleure compréhension de la 

dissémination tumorale (Mariani et al., 2023).  

(ii) Coopérations internationales 

Dans le cadre de notre activité en onco-ophtalmologie, plusieurs coopérations cliniques et 

fondamentales ont été développées avec notamment le Centre anti-cancéreux Antoine 

Lacassagne (Nice), l’équipe Inserm C3M (Nice), le service d’ophtalmologie du CHU de Lyon, 

l’Hôpital Ophtalmique Jules Gonin (Lausanne, Suisse), le service de pathologie du CHU de 

Porto (Portugal) et le service d’onco-ophtalmologie et de pathologie de Liverpool (Royaume 

Uni).  

(iii) Publications 



145 

 

Plusieurs études, se basant entre autres sur les données obtenues via notre biobanque, ont été 

publiées ces dernières années. A titre indicatif, le nombre de publications est passé de 4 en 2018 

à 11 en 2021 (28 publications au total entre 2018 et 2021).  

(iv) Emploi  

Le développement de la biobanque au LPCE a permis la création d’un Master de science dédié 

« biobanks and complex data management » à l’Université Cote d’Azur. Ce Master permet la 

formation des futurs data managers et des coopérations nationales et internationales avec 

d’autres centres académiques et l’industrie.  

 

Cependant, notre biobanque dédiée à l’onco-ophtalmologie possède plusieurs limites. 

Tout d’abord, sa taille est assez réduite (n=207 patients) bien que supérieure aux précédentes 

études sur le sujet (Gao et al., 2021). Cela est expliqué avant tout par la rareté des tumeurs 

rencontrées. Par ailleurs, nous ne stockons actuellement pas les métastases hépatiques des MU 

pour des raisons organisationnelles. De même, les biopsies liquides (ponction veineuse, humeur 

aqueuse) ne sont actuellement réalisées que ponctuellement lors du traitement du primitif 

oculaire. Les biopsies liquides ne sont pas répétées dans le temps au cours du suivi. Cela ne 

nous permet pas une étude transversale et longitudinale complète de la dissémination du MU. 

Parmi les MU inclus, la plupart sont agressifs et de mauvais pronostics. Nous ne disposons pas 

de suffisamment d’échantillons de MU de petite et moyenne taille. Cela est expliqué par le fait 

qu’aucune biopsie tissulaire n’est réalisée en pratique clinique quotidienne et que les 

échantillons tissulaires sont uniquement issus des patients ayant bénéficié d’une énucléation 

primaire ou secondaire.  
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Simple summary 

Ophthalmic malignancies refer to rare, highly diversified, aggressive neoplasms. Unlike other 

types of solid tumours, tissue biopsy is not recommended for intraocular malignancies so that 

a limited number of tissue samples is available for translational research programs. To date, 

only very few biobanks dedicated to ophthalmic malignancies have been reported. The aim of 

this article was to present the challenges raised by ophthalmic malignancies in order to obtain 

biospecimens for research purposes, and the biobank dedicated to ophthalmic malignancies set 

up in our institution (Côte d’Azur University, Nice, France) was detailed. There is an urgent 

need to develop ocular malignancy biobanks to enhance translational research projects, develop 

international collaborations, and ultimately to optimize customized medicine for treating these 

tumours.  
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Abstract 

Ophthalmic malignancies include various rare neoplasms involving the conjunctiva, the uvea 

or the periocular area. These tumours are characterized by their scarcity as well as their 

histological, and sometimes genetic diversity. Uveal melanoma (UM) is the most common 

primary intraocular malignancy. UM raises three main challenges highlighting the specificity 

of ophthalmic malignancies. First, UM is a very rare malignancy with an estimated incidence 

of 6 cases per million inhabitants. Second, tissue biopsy is not routinely recommended due to 

the risk of extraocular dissemination. Third, UM is an aggressive cancer because it is estimated 

that about 50% of patients will experience metastatic spread without any curative treatment 

available at this stage. These challenges better explain the two main objectives to create a 

dedicated UM biobank. First, collecting UM samples is essential due to tissue scarcity. Second, 

large-scale translational research programs based on stored human samples will help to better 

determine UM pathogenesis with the aim to identify new biomarkers allowing early diagnosis 

and new targeted treatment modalities. Other periocular malignancies such as conjunctival 

melanomas or orbital malignancies also raise specific concerns. In this context, the number of 

biobanks worldwide dedicated to ocular malignancies is very limited. The aims of this article 

were, (i) to describe the specific challenges raised by a dedicated ocular malignancy biobank, 

(ii) to report our experience in setting up such a biobank, and, (iii) to discuss future perspectives 

in this field.  

Keywords: biobank, ophthalmic malignancies, uveal melanoma, tissue biopsy, liquid biopsy 

database 
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1. Introduction 

Ophthalmic malignancies include a wide spectrum of highly variable tumours involving the 

conjunctiva, the uvea, the eyelids, and the orbit. Most of these tumours are considered rare and 

there is no consensus standard of care [1]. Uveal melanoma (UM) is the most common primary 

intraocular malignancy, with an incidence of only 6 cases per million inhabitants in Western 

countries [2]. Therefore, UM is considered a rare but aggressive malignancy [3]. The last 

decade has been marked by dramatic molecular and genetic improvements related to UM. 

However, a daily clinical management of patients is lacking and it is estimated that 50% of UM 

patients will experience metastatic spread [4]. To date, there is no curative treatment available 

for metastatic UM. Current animal models are scarce, especially metastatic models, and do not 

allow generalizing the findings to humans [5]. Therefore, there is an urgent need to develop 

customized targeted treatments through collaborative translational and clinical research based 

on robust clinical, imaging, biological and genetic data obtained from patients [6].  

In 1996, the term “biobank” was first introduced and was rapidly popularized [7]. Most human 

malignancies now have dedicated biobanks [8]. However, ophthalmic malignancy biobanks are 

poorly reported in the literature, thus limiting data sharing and international collaborations [9]. 

Since 2013, the Laboratory of Clinical and Experimental Pathology of Nice University (France) 

has created an accredited biobank dedicated to ophthalmic malignancies that belongs to the 

Cote d’Azur Biobank (BB-0033-00025, https://biobank-cotedazur.fr).  

The aims of this article were to detail the Nice Ophthalmic MAligancy (NOMA) biobank and 

to highlight the current challenges, objectives and limitations encountered when setting up such 

a dedicated ophthalmic malignancy biobank.  
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2. What are the specific challenges associated with ophthalmic malignancies?  

2.1. A wide variety of malignancies 

The periocular area is a unique and exceptional example of melanoma diversity in the human 

body. Several types of melanomas may be found in clinical practice such as primary or 

metastatic cutaneous melanomas, conjunctival melanomas (CM), UM, primary or secondary 

orbital melanomas (Fig 1). For example, although anatomically close (only a few millimetres), 

CM and UM are very different genetically [10]. It is now well established that UM and primary 

orbital melanoma result from driver mutations in the GNAQ and GNA11 genes whereas 

cutaneous melanoma and CM result from mutations in the BRAF, NRAS, NF1 and c-Kit genes 

[11]. These molecular differences explain why CM has benefited from the therapeutic 

opportunities developed for cutaneous melanoma with anti-BRAF and anti-MEK targeted 

therapies unlike UM [1,12]. Another major difference is the role of the immune system in UM, 

CM, and cutaneous melanoma. Due to the “immune privilege”, most conventional anti-PD-1 

and anti-CTLA-4 therapies have failed to demonstrate any benefit in UM, while they are 

effective in cutaneous melanoma and CM [13]. Tebentafusp, a specific anti-GP100 

immunotherapy, has recently shown promising results in metastatic UM but a longer follow-up 

is needed to ascertain its efficacy [14].  
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Fig 1: The spectacular variety of periocular melanomas.  

 

2.2. A wide variety of clinical presentations and aggressiveness   

In line with other tumours located elsewhere, the clinical presentation may vary greatly from 

one patient to another. A few decades ago, the prognosis of UM was essentially based on 

histological findings, and the epithelioid subtype, a high mitotic index or an extraocular extent 

were considered poor prognostic factors [15]. More recently, the loss of expression of BAP1 

has been shown to be a major pejorative prognostic factor through the induction of tumour 

dissemination in UM [16] and is now systematically investigated in daily clinical practice [17]. 

Lately, chromosomal and genetic findings have revolutionized the prognosis of UM patients by 
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allowing distinguishing patients with a low versus high metastatic risk [16]. Monosomy of 

chromosome 3 associated with chromosome 8q gain has been shown to be highly predictive of 

the metastatic spread by Trolet et al [18]. Also, Onken et al. have shown that 15-gene expression 

profiling in UM allowed distinguishing accurately class 1 (low risk) from class 2 (high risk) 

metastatic risk [19].  

 

2.3. Tumour rarity 

Except for eyelid basal cell carcinoma, most ophthalmic malignancies are extremely rare, thus 

limiting the collection of numerous tissue samples. The annual incidence per million inhabitants 

of several ophthalmic malignancies is summarized in Table 1. A slight increase in CM 

incidence has been found over the last decades [20], but has not been confirmed in UM [15,21].  

 

Tumour histology Incidence per million inhabitants (reference) 

UM 6 (Jager et al., 2020) 

CM 0.8 (Brouwer et al., 2022) 

Conjunctival squamous cell carcinoma 0.3 (Hӧllhumer et al., 2021) 

Primary eyelid melanoma 1 (Quigley et al., 2019) 

 

Table 1: Incidence of the main ophthalmic malignancies. UM: uveal melanoma; CM: 

conjunctival melanoma. 

 

 

2.4.  Lack of tissue biopsy: the UM example.  
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Unlike most malignancies, the diagnosis of UM is based on clinical and ocular ultrasound 

findings with no need for tissue biopsy. Transscleral or transvitreal UM biopsies are not 

recommended and are even contraindicated because they are considered unsafe (risk of 

intravitreal haemorrhage, retinal detachment) with a non-negligeable risk of extraocular tumour 

dissemination [24]. The only interest of tissue biopsy would be to assess tumour prognosis. 

However, because there is no curative treatment for disseminated UM, this argument is widely 

discussed, and the benefit/risk balance of UM biopsy does not appear to be favourable. About 

90% of UM cases will be treated conservatively with proton therapy, radiosurgery or 

brachytherapy with favourable local outcomes [15]. Only large or diffuse intraocular 

disseminated tumours are treated with enucleation. The last decade has been marked by an 

increase in eye-sparing indications and even large UM are increasingly eligible to conservative 

treatments without major side effects [25]. Taken together, these data explain why UM samples 

are usually not collected to build biobanks.   

 

2.5. Emergence of liquid biopsies 

Because most ophthalmic malignancies are rare and since tissue biopsy is not routinely 

performed in these latter tumours, liquid biopsies (LBs) have been recently popularized [26]. 

LB in onco ophtalmology domain mainly refers to the collection of any potential tumour fluids 

such as venous blood or aqueous humour (AH). Several features may be monitored, including 

circulating tumour cells (CTCs), circulating tumour DNA (ctDNA), circulating tumour RNA 

(ctRNA), circulating vesicles such as exosomes, and, tumour-educated platelets [26]. The 

advantages of LB include: (i) its non-invasiveness, (ii) the fact that it may be repeated as often 

as required, thus allowing disease monitoring, (iii) the large amounts of fluid available, (iv) the 

fact that it better reflects the metastatic spread of the disease in case of venous LB, (v) the fact 
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that it allows establishing a reliable prognosis in various malignancies [26]. Thus, two types of 

LBs are currently investigated in the field of ophthalmic malignancies.  

 

2.5.1. Venous liquid biopsies: the UM example  

CTC and ctDNA have been studied in various prospective studies in UM. CTCs were first 

investigated in UM in 2008 by Ulmer et al. [27]. CTCs appear to be tumour-specific since they 

have never been identified in healthy patients and benign lesions. Higher CTC counts have been 

found in metastatic versus primary UM and in class 2 versus class 1 tumours [26]. It is still 

unclear whether CTCs detection in primary UM might predict further metastatic spread. This 

feature is of strong interest because it could justify the use of systemic adjuvant treatment for 

the management of primary UM. The limitations include the use of a wide variety of CTCs 

isolation and identification methods [26].  

Higher ctDNA levels have also been found in metastatic UM compared to primary UM. Only 

one study has compared the CTC counts and ctDNA levels in 40 patients with metastatic UM, 

and CTC were detected using the CellSearch® device in only 30% of patients while the ctDNA 

was detected in 84% of patients [28]. Interestingly, only the ctDNA significantly correlated 

with the progression-free survival and overall survival in the multivariate analysis [28].  

 

2.5.2. Aqueous humour (AH) biopsies 

AH collection is a simple minimally-invasive procedure usually performed on an outpatient 

basis. AH LBs have been mainly studied in retinoblastoma which is the most common primary 

intraocular malignancy found in childhood. A body of evidence indicates that AH collection is 

useful for the diagnosis and monitoring of treatment response [29]. It has been shown that AH 
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collection is much more reliable than venous LB [30]. Only a few studies have investigated AH 

LBs in UM and they have suggested that the AH could be used as a diagnostic and prognostic 

biomarker in the future [31,32].  

 

3. Legal, economic, and technical aspects 

3.1. Legal considerations 

The NOMA biobank is part of the Hospital-integrated Cote d’Azur biobank stored in and 

managed by Nice University Hospital (France). The Cote d’Azur biobank has developed several 

platforms, including tissue, LB, and molecular pathology platforms, located in the Laboratory 

of Clinical and Experimental Pathology (www.biobank-cotedazur.fr) [33]. The main tumours 

stored have been collected from patients with lung, thyroid, skin, head and neck, and more 

recently ocular diseases. The Côte d’Azur biobank has obtained the NF S96-900 certification 

(National French Standard) in 2010. In 2022, it obtained the ISO 9001 certification as well as 

the international ISO 20387 standard specific for biobanking activity [34]. These standards 

guarantee the high quality of the whole biobanking process. Moreover, the LPCE has obtained 

an accreditation according to the ISO 15189 norm in 2013 for surgical and molecular pathology 

diagnosis, notably for ophtalmopathology, therefore ensuring the quality of preanalytical, 

analytical and post analytical steps, before transferring samples into the Côte d’Azur Biobank.  

 

3.2. Funding considerations 

A major issue regarding biobanks, especially biobanks dedicated to a specific pathology, is their 

financial viability in terms of development and long-term maintenance [9,35,36]. Creating a 

biobank requires an expert team, various costly processing and equipment, in particular for 
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sample storage, along with computer software [33,37]. The business model of the Côte d’Azur 

Biobank (BB-0033-00025) is partially supported by French public funding programs funded by 

the French Ministry of Health such as the MERRI (“Mission d’Enseignement, Recherche, 

Reference et Innovation”) and DGOS (“Direction Générale de l’Offre de Soins”) programs. To 

a lesser extent, different material transfer agreements (MTAs) with public and private institutes 

allow biobank funding [33]. These public-public and public-private partnerships were included 

in the yearly Côte d’Azur Biobank budget [33,38]. In this regard, a costing policy for samples 

and various associated expertise provided by the biobankers to scientists, and contracts and 

MTAs have been elaborated in association with the Research and Innovation Department of 

Nice University Hospital. These costs and their applications have been assessed according to 

national and international recommendations while taking into account the share of investment 

for the biobank and the scientific collaboration level [39]. The contracts signed by the scientists 

and other partners require mentioning the biobank in their publications, at different sections 

depending on the contribution of the biobank members (co-author, citation of the biobank in 

the Material and Methods section or in the Acknowledgments section).  

 

 

3.3. Technical, space and computer considerations 

The implementation of the NOMA biobank is summarized in Table 2. Tissue biopsy, liquid 

biopsy and AH puncture were stored in the NOMA biobank in 2013, 2018 and 2020, 

respectively.  
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Year Solid biopsy samples Liquid biopsy samples AH puncture samples 

2013 4 0 0 

2014 5 0 0 

2015 40 0 0 

2016 131 0 0 

2017 87 0 0 

2018 94 710 0 

2019 152 188 0 

2020 97 307 11 

2021 118 870 14 

2022 108 647 14 

 

Table 2: Summary of the NOMA biobank sample processing (all ocular tumours).  

 

3.3.1. Biobanking process for UM 

The biobanking process, illustrated for UM, is summarized in Figure 2. Briefly, the diagnosis 

of UM is based on clinical and ultrasound findings obtained by ocular oncologists at Nice 

University Hospital, one of the two tertiary referral care centres in ocular oncology in France 

[40]. Preoperative examination includes dilated fundus examination, ultra-wide-field 

retinography (Optomap, Optos PLC, Dunfermline, Scotland, UK), OCT, and ICG angiography, 

when required. Systemic work-up includes liver MRI or ultrasonography. A written informed 

consent is signed preoperatively by the patients in order to be able to include them into the 

biobank database.  
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Fig 2: Whole biobanking process for UM patients.  

 

In UM patients undergoing conservative surgery (placement of tantalum clips followed by 

proton therapy), venous LBs (4 EDTA blood collection tubes of 8 mL) may be performed at 

the time of initial surgery. We no longer perform transscleral biopsies due to their low yield 

and the risk of extraocular tumour dissemination. In patients undergoing primary or secondary 

enucleation, AH collection (once the eye has been enucleated), LB, tissue histology, and genetic 

analyses may be performed. The NOMA biobank and the LPCE are located in the same 

department. The operative rooms are closely connected to the laboratory with the use of an 

intra-hospital pneumatic tube transportation system. Solid and LB samples are usually 

processed within 15 minutes of receipt in the laboratory. The processing, amount and storage 

conditions for each sample type are summarized in Table 3.  
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Type of sample Processing Amount Storage condition 

Tissue 

Frozen tumour tissue 

Frozen healthy choroid 

Paraffin-embedded tumour 

tissue 

Paraffin-embedded healthy 

choroid 

 

None 

None 

Paraffin protocol (*) 

 

Paraffin protocol (*) 

 

5-50 mg 

5-50 mg 

1-5 FFPE blocks 

 

1 FFPE blocks 

 

-80°C 

-80°C 

4°C 

 

4°C 

Blood 

Whole blood 

Plasma 

PBMC 

 

None 

Centrifugation (**) 

Centrifugation (***) 

 

1 mL per aliquot 

1 mL per aliquot 

0.5-10 million per 1-mL 

aliquot  

 

-80°C 

-80°C 

-196°C (liquid nitrogen) 

Aqueous humour None 10-50 µL per aliquot -80°C 

 

Table 3: Summary of collected samples in terms of dedicated processing, amount, and storage 

conditions. (*) the paraffin protocol has been previously described [41]; (**) two consecutive 

centrifugations at 2,000 G at 4°C; (***) first centrifugation at 1,000 G for 20 minutes in a 

dedicated Ficoll tube, followed by a second centrifugation at 400 G for 10 minutes at room 

temperature. FFPE: formalin-fixed paraffin embedded. PBMC: peripheral blood mononuclear 

cells. 

 

 

Regarding the various procedures for tissue sample collection, the diagnosis was made and the 

specimens to be collected for the biobank were selected by a pathologist expert in 

ophthalmology (SL). When possible, the tumour tissue as well as the healthy adjacent tissue 

were both frozen or fixed in formalin and stored. For each tumour with frozen samples, a mirror 

sample was embedded in paraffin for quality control and assessment of the percentage of 

tumour cells, and one fragment was dedicated to the diagnosis while the others were stored for 

research purposes. Each tissue sample was weighted before freezing. All the samples were 

processed and stored in appropriate facilities in accordance with standard guidelines for 
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equipment, computing, and safety. Clinical and imaging data are stored in a dedicated 

accredited database (Synapse medical, www.synapse-medical.fr, Table 4). Synapse software is 

a specific health data warehouse approved by the CNIL (Commission Nationale de 

l’Informatique et des Libertés; https://www.cnil.fr/). Biological, histological, and genetic data 

are saved in another dedicated software belonging to the Cote d’Azur biobank (https://biobank-

cotedazur.fr). We acquired recently MBioLIMS BIOBANKING® software (Modul-bio) 

specifically dedicated to biobanking activities. It will allow having a complete view of all the 

samples stored and statistical reports on the biobank activity [42]. Trolet classification has been 

established in 2009 based on the tumoral chromosomal abnormalities [18]. Two subtypes based 

on chromosome 3 disomy (Trolet 1a, 1b) and chromosome 3 monosomy (Trolet 2a, 2b, 2c) 

have been established. Gain of 8q associated with monosomy 3 was classified as Trolet 2b or 

2c and has been strongly associated with an increased risk of metastatic spread [18,43]. In this 

work, tumoral DNA extraction was performed on paraffin tissue sections using the Maxwell 

automate (PROMEGA, USA) with a dedicated kit. Genomic hybridation and nucleotidic 

polymorphism were established by using CGH-array and SNP-array analyses with the 

Genechip Oncoscan Array (Affymetrix, USA).  

 

 

Demographics Clinical and 

radiological data 

Tumour-

related 

radiological 

data 

Histological data Genetic data 
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Gender 

Age 

Personal and family 

history of cancer 

 

Visual acuity 

Intraocular 

pressure 

Cataract 

Retinal detachment 

Optic nerve 

involvement 

Extraocular extent 

Intravitreal 

injections 

Follow-up 

 

 

Diameter 

Thickness 

Ciliary body 

involvement 

 

pTNM classification 

Cell type 

(epithelioid, 

fusiform, mixed) 

Mitoses 

Extraocular extent 

Necrosis 

Inflammatory 

infiltration  

Optic nerve 

involvement 

BAP 1 status 

Extent of resection 

(R0, R1, R2) 

Chromosomal 

abnormalities 

Trolet classification 

 

Table 4: Summary of the data collected in the dedicated SYNAPSE database.  

  

3.3.2. Process for other ophthalmic malignancies 

The storage process for other ophthalmic malignancies is similar to that described above. Table 

5 summarizes the main data recorded for other ophthalmic malignancies.  

 

Demographics Histological data 

Age 

Gender 

Date of surgery or collection 

 

 

 

 

 

Histological diagnosis 

pTNM classification of the relevant tumour 

Tumour size  

% of tumour cells 

Cold ischemia time 

Primary vs recurrent tumour 

Inflammatory infiltrate 

Ulceration  

Mitotic index 

Extent of resection (R0, R1, R2) 

Table 5: Summary of the data collected in the LPCE database (for all tumours except UM).  

 

4. Resources of the NOMA biobank 



162 

 

 4.1. All tumours 

Overall, 207 patients were included in the NOMA biobank since 2013. As shown in Figure 3, 

160 patients had an UM, 31 had a CM, and 16 had an orbital malignancy. Table 6 summarizes 

the main histological subtypes of the tumours stored in the NOMA biobank. For the 160 patients 

with an UM, 41% and 77.5% of samples were stored as LBs and solid biopsies, respectively. 

This preponderance of LB samples is easily explained by the fact that tissue biopsy is not 

routinely performed in case of UM and is only obtained when enucleation is performed. The 

low number of conjunctival and orbital tumours included in the NOMA biobank is explained 

by the fact that the tumour size is usually too small to be able to include tissues in a biobank 

and the samples are only used for clinical diagnostic purposes.  

 

 

Figure 3: Composition of the NOMA biobank samples.  

 



163 

 

 

Tumour location Histological subtype: number 

(%) 

Tissue biopsy: number 

(%) 

Venous liquid biopsy: 

number (%) 

Intraocular 

N=160 

Uveal melanoma: 160 (100) 66 (41) 124 (77.5) 

Conjunctival 

N=31 

Conjunctival melanoma: 21 (68) 

Conjunctival naevus: 8 (25.5)  

Squamous cell carcinoma: 2 (6.5) 

31 (100) 11 (35.5) 

Orbit 

N=16 

Lymphoma: 8 (50) 

Carcinoma: 4 (25) 

Schwanoma: 3 (19) 

Solitary fibrous tumour: 1 (6) 

16 (100) 0 (0) 

 

Table 6: Detailed composition of the NOMA biobank samples.  

 

4.2. Uveal melanoma 

The number of UM samples available in the NOMA biobank is summarized in Figure 4. 

Regarding LBs, most samples were prepared and stored as plasma samples. Only a few AH 

samples (15 patients) were available in our biobank. This is explained by the fact that we 

systematically collect the AH from enucleated eyeballs only since 2020.  
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Fig 4: Summary of the UM tissue and liquid biopsy samples available in the NOMA biobank.  

 

Among the 160 UM patients included in the NOMA biobank, 66 (41%) were enucleated, thus 

allowing tissue collection (Figure 5).  
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Figure 5: Details of the origin of UM samples included in the NOMA biobank. Primary 

enucleation: no treatment before surgery. Secondary enucleation: treatment before surgery 

(proton therapy). 

 

 

The histological features of the enucleated eyeballs are provided in Table 7. Among the patients 

who underwent secondary enucleation, only those referred for tumour recurrence were 

included. Patients who underwent secondary enucleation for painful and blind eye due to 

extensive necrosis of the tumour with proton therapy were not included in the biobank. The 

cold ischemia time was defined as the time between enucleation and sample freezing for the 

biobank. The BAP 1 status was assessed by immunohistochemistry. Most of the UM tumours 

showed histological signs of aggressiveness (67% of cases with epithelioid cells, 20% of cases 

with extraocular extent, 33% of cases with ciliary body involvement).  
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Number of enucleated patients (%) 

    Primary enucleation 

    Secondary enucleation 

66 (100) 

62 (94) 

4 (6) 

Tumour thickness in mm: mean (range) 12.1 (0.2-20) 

Epithelioid subtype: number (%) 44 (67) 

Extraocular extent: number (%) 13 (19.7) 

Ciliary body infiltration: number (%) 22 (33) 

Mitoses/mm2: mean number (range) 1.9 (0-21) 

% of tumour cells in frozen sample: mean (range) 75.2 (0-95) 

Cold ischemia time in min: mean (range) 34.8 (15-180) 

BAP 1 loss: number (%)* 30 (75) 

 

Table 7: Histological features of enucleated UM patients. Cold ischemia time (time between 

resected specimen collection in the operative room and the freezing procedure); * n=40 patients.  

 

The pathological Tumour-Node-Metastasis (pTNM) classification of the tumours of enucleated 

patients is provided in Figure 6. About half of the patients had a pT3 UM.  
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Figure 6: Pathological TNM classification of the tumours of enucleated patients.  

 

Among the 66 enucleated patients, genetic analyses were performed in 28 (42%) patients. The 

chromosomal abnormalities as well as the subsequent Trolet classification are shown in Figure 

7. Overall, most patients were classified as “poor prognosis” with the loss of a chromosome 3 

and a chromosome 8q gain and 64% were classified as “Trolet 2b and 2c”. These findings were 

consistent with the histological features described above.  
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Figure 7: Chromosomal abnormalities and Trolet classification of 28 enucleated UM patients. 

 

5. Objectives of setting up a dedicated ophthalmic malignancy biobank 

5.1. Diagnosis 
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The diagnosis of a conjunctival or periocular malignancy is routinely made by pathologists. 

However, in certain circumstances such as UM, a tissue biopsy is not advocated, and treatment 

is only based on clinical and radiological findings with the risk of diagnosis inaccuracy such as 

enucleation of a non-tumour intraocular mass. AH collection is not routinely performed for the 

diagnosis of UM. However, it is a minimally-invasive procedure performed on an outpatient 

basis. Several studies have recently shown that the presence of driver mutations in the GNAQ 

and GNA11 genes could be used as a reliable diagnostic biomarker in UM, thus highlighting 

the need for a dedicated venous blood and AH biobank in UM [32]. 

 

5.2. Translational research and precision medicine 

Healthy and tumour tissues as well as LBs from ocular tumours are stored in our biobank, 

allowing translational research and tumorigenesis exploration. As highlighted above, very rare 

samples such as AH samples are systematically collected prospectively. AH samples should 

allow identifying biomarkers for the diagnosis of UM and retinoblastoma follow-up [31]. To 

date, no targeted therapy has been found to be effective in the treatment of metastatic UM nor 

to prevent metastatic spread [12]. In 2018, the tyrosine kinase inhibitor sunitinib administrated 

in adjuvant therapy in high risk (loss of chromosome 3, gain 8q, Class 2, T3-T4 by American 

Joint Committee on Cancer classification) primary UM was considered as promising by 

improving the overall survival [44]. However, the study was not randomized (since the control 

group was an historical cohort) and results were not subsequently validated in an independent 

cohort. However, this study highlights the urgent need to discover new targeted therapies that 

should be administered, and open rooms for adjuvant therapeutic decision making during the 

primary treatment of ocular malignant tumours. In this context, the systematic storage of UM 

samples is of strong value for translational research identifying future therapeutic targets. 
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5.3. Impact of radiotherapy on UM genetics 

Storing secondary enucleation samples following previous radiotherapy is of high interest and 

has been little studied until now. The impact of radiotherapy in genetic abnormalities and 

subsequent prognosis is still debated since controversial studies on this setting have been 

reported. Genetic abnormalities have been found to be more prevalent and more complex in 

previously irradiated tumours [45]. In contrast, another study found that chromosome 3 status 

and subsequent prognosis were not modified by radiotherapy [46]. There is also a debate 

regarding the difficulty to assess genetic status (especially chromosome 3) in previously 

irradiated UM. So, karyotyping and FISH detection were found to be significantly altered by 

radiotherapy [45], whereas in another study detection of chromosome 3 microsatellite analysis 

was successfully determined [47]. In our experience, genetic testing depends on the aetiology 

of secondary enucleation. Secondary enucleations performed for blind and/or painful eyes are 

associated with a high rate of post-radiotherapy necrosis leading genetic testing not conclusive. 

Conversely, secondary enucleation performed for tumour recurrence can be more easily 

processed. However, it is not always clear whether genetic testing in this case is carried out on 

a recurrent tumour (i.e. tumour resistance to radiotherapy) or on a primary tumour located 

outside the field of irradiation.  

 

5.4. Pretreatment screening  

A biobank may also be useful to investigate whether a patient might be eligible to a given 

treatment. Until recently, there was not standard of care for metastatic UM. Tebentafusp, a 

specific anti-GP100 immunotherapy, has been recently approved by the Food and Drug 
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Administration but only in HLA-A*02:01 UM patients [48]. The HLA status of patients with 

cryopreserved blood samples may be easily determined and might help clinicians to determine 

whether or not a patient is a good candidate for tebentafusp treatment.  

 

5.5. Scientific output 

A biobank dedicated to a specific pathology should be managed by an expert team involved in 

the setting up and development of research projects in tight collaboration with physicians, 

surgical and molecular pathologists, and researchers. Thus, a specific biobank should be 

acknowledged and cited in scientific publications. As shown in Figure 8, the number of 

publications related to ocular oncology published by our department has markedly increased 

over the last years both for fundamental and clinical research programs, mainly through the use 

of ocular resources from the biobank. Several articles based on the NOMA biobank resources 

have recently been published in peer-reviewed journals with high impact factors [1,6,49–51].  
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Figure 8: Number of scientific publications related to ocular oncology and translational research 

published over the last 4 years by Nice University Hospital thanks to the use of samples.  

 

5.6. National and International collaborations  

Data sharing enabled Nice University Hospital to collaborate with several internationally 

recognized ocular oncology departments, as summarized in Table 8. Of the 369 FFPE samples 

stored in the NOMA biobank, 44 (11.9%) have been used for collaborative scientific projects. 

A specific scientific and ethics committee is mandated to assess each public or private request 

to use samples according to the current regulations.  

 

Institution  Type of collaboration (recent related 

articles) 

Oncology department, Antoine Lacassagne Cancer Centre, 

Nice, France 

Fundamental and clinical (Martel et al., 

2021a, 2021c, 2021b, 2021d, 2020b; 

Monjanel et al., 2021; Nahon-Estève et 

al., 2021) 

Team 1, Molecular Mediterranean Medicine Centre (C3M), 

Nice, France  

Fundamental (Bellini et al., 2020; Krossa 

et al., 2022; Pandiani et al., 2021; Strub et 

al., 2021) 

Ophthalmology department, Lyon University Hospital, 

France  

Clinical (Thariat et al., 2022) 

Oculoplastic department, Jules Gonin Eye Hospital, 

Lausanne, Switzerland 

Clinical (Martel et al., 2022, 2021a, 2018) 

Anatomic Pathology Service, Pathology Department, Centro 

Hospitalar e Universitário do Porto, Portugal  

Fundamental (Lamas et al., 2021) 

Liverpool ocular oncology research department, United 

Kingdom  

Fundamental  

 

Table 8: Current national and international collaborations 

 

5.7. Information for patients and other health professionals 
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Because clear and accurate information is mandatory before obtaining any written informed 

consent, our Ocular Oncology department has recently developed a dedicated website for 

patients referred to our tertiary care centre (https://www.cancerdesyeux.fr). This website 

provides valuable information on patients’ care, follow-up, as well as research projects. A 

dedicated website has also been created by the Clinical and Experimental Pathology Laboratory 

department of Nice University Hospital to provide useful information to patients and health 

professionals (http://biobank-cotedazur.fr/). Scientific congresses and relevant learned societies 

such as the ISOO (International Society of Ocular Oncology), OOG (Ocular Oncology Group), 

ESOPRS (European Society of Ophthalmic Plastic and Reconstructive surgery), and SFO 

(Société Francaise d’Ophtalmologie) allow diffusing knowledge about ophthalmic 

malignancies, including biobanks.  

 

      5.8. Education and training 

A Master in Science (MSc) degree entitled “Biobanks and complex data management” has been 

set up by the Côte d’Azur University (Nice, France). Developed by recognized experts in the 

field, this program is the first European MSc degree in the field offered by a public university 

(https://univ-cotedazur.eu/msc/biobanks-complex-data-management). Dedicated to Biological 

Sciences, this unique program is intended for students aiming at acquiring professional skills in 

order to provide evolving biobank services, meet regulatory and user requirements, and manage 

biobanks.  

The “Biobanks and Complex Data Management” MSc allows international exchanges through 

a wide network of leading academic and industry partners. 
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    6. Strengths of the NOMA biobank 

The strengths of our biobank are as follows: 

(i) The NOMA biobank is certified (ISO 9001, NF-96S-900) and accredited (ISO 20387) 

and belongs to an already well-established biobank (Cote d’Azur biobank) (www.biobank-

cotedazur.fr), 

(ii) It is stored in a university pathology laboratory (LPCE, Nice) accredited for clinical and 

molecular pathology according the ISO 15189 standard, 

(iii) Clinical, imaging, histological, biological, and genetic data are collected for each 

patient, 

(iv) Its business model is supported by public funding programs,  

(v) It has allowed increasing the number of translational research conducted, 

(vi) It allows increasing the number of scientific publications and national and international 

collaborations, 

(vii) A master degree entitled “biobanks and complex data management” has been set up by 

the Côte d’Azur University (Nice, France) to train students to become biobankers. 

 

7. Limitations 
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However, the NOMA biobank also has several limitations. First, its small sample size could be 

explained by the fact that both UM and CM are rarely found in daily clinical practice. In 

addition, as mentioned already previously, a tissue biopsy is not routinely performed in UM. 

Despite this, this dedicated ophthalmic biobank is larger than other published ocular 

malignancy biobanks [9]. Second, this biobank does not currently include metastases, in 

particular liver metastases in UM. Also, there is no retinoblastoma samples included in the 

biobank because treatment is centralized at the Curie Institute in Paris. Third, there are high 

numbers of patients with a poor prognosis and aggressive UM (most tumours classified as pT3, 

high rate of extraocular extent, loss of chromosome 3, most tumours classified as Trolet 2b and 

2c). This could be explained by the fact that more advanced UM are better managed with 

enucleation rather than with proton therapy. This could limit the possibilities of translational 

research in early UM stages. Fourth, samples are mainly collected at the time of initial tumour 

management and collection is not repeated during the follow-up, thus limiting the ability of our 

biobank to monitor treatment response. Finally, a common challenge for most biobanks is the 

difficulty to synthetize all clinical, histological, biological, and genetic data in a single database. 

In our case, clinical and imaging data are stored in one database (Synapse) while biological, 

histological, and genetic data are stored in another database.  

 

8. Conclusions 

Dedicated secured and accredited biobanks are essential to collect high-quality samples to 

promote translational and multicentric ocular oncology research with the final aim to offer 

customized medicine. This is especially true for ophthalmic malignancies due to their scarcity 

and the lack of tissue biopsy in intraocular malignancies. Setting up such biobanks is time-, 

staff-, and cost-consuming and should be financially supported. The existing biobanks need to 
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be promoted and new biobanks need to be created to develop outstanding international 

collaborations.  
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PARTIE IV- DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

4.1.Synthèse des principaux résultats de la thèse 

A l’issue de ce travail de thèse, nous avons synthétisé les connaissances actuelles relatives à la 

BL dans le MU. Nous avons déterminé que l’identification des CTCs représentait une voie de 

développement et de recherche très prometteuse. Dans un second temps, nous avons comparé 

plusieurs plateformes de biopsie liquide afin de déterminer celle qui remplissait au mieux les 

caractéristiques suivantes : sensibilité (taux de récupération), utilisation simple et rapide en 

pratique clinique quotidienne et possibilités d’analyses en aval (génétique, culture…). Nous 

avons déterminé que le système microfluidique VORTEX VTX-1 représentait, dans nos mains, 

la plateforme la plus optimale. Enfin, nous avons mis en place un protocole de coopération 

clinique entre le CHU de Nice et le Centre Antoine Lacassagne afin de collecter du matériel 

biologique sanguin provenant de patients présentant un MU primitif et métastatique. Nous 

avons également optimisé et synthétisé les données relatives à notre biobanque dédiée à l’onco-

ophtalmologie permettant le stockage d’échantillons tissulaires et biologiques de qualité en vue 

d’une étude clinique chez l’homme.  

 

4.2. Etude clinique : résultats préliminaires 

4.2.1. Patients et méthode 

Nous conduisons depuis 2 ans une étude prospective chez des patients présentant un MU 

primitif ou métastatique (étude Liquid-MelUV). Les patients présentant un MU primitif sont 

inclus par le service d’ophtalmologie. Avant l’intervention chirurgicale (pose de clips pré 

protonthérapie ou énucleation), 4 tubes de sang veineux de 10 mL sont prélevés (tubes EDTA) 
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puis envoyés par pneumatique au LPCE. Un des tubes est conservé pour la biopsie liquide est 

techniqué dans les 4 heures. Les patients adressés au Centre Antoine Lacassagne pour MU 

métastatique sont inclus par leur oncologue. 4 tubes de sang sont également prélevés et envoyés 

en anatomopathologie. Nous avons également inclus 5 contrôles (volontaires sains) dont les 

tubes de sang ont été acheminés de la même manière au LPCE. Dans cette étude, nous utilisons 

la plateforme microfluidique Vortex VTX-1. Brièvement, 4 mL de sang veineux sont prélevés 

et dilués avec 36 mL de PBS. Pour chaque expérience, 2 runs (2 filtrations) sont effectuées 

conformément aux recommandations du fabriquant et conformément à notre article précédent 

(Martel et al., 2023b). Les CTCs sont récupérées dans 300 µL de PBS environ. A l’aide d’une 

pipette préalablement coatée avec du RPMI + SVF, le liquide est aspiré et fixé dans la solution 

PreservCyt (Thinprep, Hologic, Villepinte, France). Les CTCs sont ensuite fixées sur lame en 

utilisant le ThinPrep 2000 (Hologic, Villepinte, France). Une immunocytochimie Melan A red 

est ensuite réalisée à l’aide du Benchmark Ultra (Roche, Tucson, USA). Les lames sont lues 

par 2 analystes spécialisés ayant participé à l’étude précédente  sur lignée de MU (AM, SL). 

Était considérée comme CTC une cellule arrondie, avec un ratio nucléo-cytoplasmique élevé et 

positif à l’immunocytochimie Melan A red. Etait considéré comme CTM (Circulating Tumor 

Microemboli) un groupement d’au moins 3 CTCs. Plusieurs données cliniques, d’imagerie, 

anatomopathologique et de génétique (en cas d’énucléation) étaient également collectées. Une 

analyse statistique visant à corréler la positivité des CTCs ou des CTM et/ou leur nombre avec 

les données cliniques et paracliniques collectées a été réalisée. La normalité des données a été 

vérifiée par un test de Shapiro-Wilk. Les données continues ont été comparées en utilisant un 

test t de Student, un test de Welch ou un test U Mann-Whitney selon la distribution des 

variables. Les données non continues étaient comparées à l’aide d’un test du Chi 2 ou d’un test 

Exact de Fisher. Le risque alpha était de 5% et un p ≤ 0.05 considéré comme statistiquement 

significatif. Le logiciel utilisé était easymedstats (version 3.28; www.easymedstat.com).  

http://www.easymedstat.com/
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4.2.2. Résultats préliminaires 

Les résultats préliminaires sont les suivants. Nous avons inclus 48 patients dont les principales 

caractéristiques sont résumées dans le Tableau 5.  

Données recueillies  Nombre (%) Moyenne (range) 

Age   67,9 (30-91) 

Sexe 
Homme 

Femme 

 
25 (52,1) 

23 (47,9) 

 

Statut tumoral 

Primitif 
Métastatique 

 

38 (79,2) 
10 (20,8) 

 

Traitement du primitif oculaire 
Protonthérapie 

Enucléation 
Dont primaire 

Ou secondaire 

 
22 (45,8) 

26 (54,2) 
19 (39,6) 

7 (14,6) 

 

Epaisseur tumorale (en mm)  7,4 (1-20) 

Diamètre tumoral (en mm)  13,9 (3,2-25) 

Classification pTNM chez les 

patients énuclées (n=26) 

T1 
T2 

T3 
T4 

 

 

2 (7,7) 
2 (7,7) 

13 (50) 
9 (34,6) 

 

Type cellulaire chez les patients 

énuclées (n=26) 
Epithélioide 

Fusiforme 
Mixte 

 

 
8 (32) 

6 (24) 
11 (44) 

 

Envahissement corps ciliaires 

chez les patients énuclées (n=26) 
Oui 

Non  

 

 
13 (50) 

13 (50) 

 

Engainement péri nerveux chez 

les patients énuclées (n=25) 

Oui 
Non 

 

 

2 (8) 
23 (92) 

 

Embole vasculaire chez les 

patients énuclées (n=25) 

Oui  

Non  

 
 

4 (16) 

21 (84) 
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Extension extra sclérale chez les 

patients énuclées (n=25) 
Oui 

Non 

 

 
6 (24) 

19 (76) 

 

Nombre de mitose / mm2 chez les 

patients énuclées (n=25) 
 1,7 (0-9) 

Nécrose tumorale chez les 

patients énuclées (n=25) 

            Oui 

            Non 

 
 

  11 (44) 

  14 (56) 

18,5 (0-90) 

Pigment mélanique chez les 

patients énuclées (n=25) 
Aucun 

Minime 

Abondant 

 

 
5 (20,8) 

11 (45,8) 

8 (33,4) 

 

Contingent inflammatoire sur 

les patients énuclées (n=25) 
Oui 

Non  

 

 
3 (12,5) 

21 (87,5) 

 

Expression nucléaire de BAP-1 

sur les patients énuclées (n=22) 

expression conservée 
Perte de l’expression 

 
 

9 (40,9) 
13 (59,1) 

 

Perte du chromosome 3 sur les 

patients énuclées (n=21) 
Oui 

Non 

 

 
13 (61,9) 

8 (38,1) 

 

Gain 8q sur les patients énuclées 

(n=21) 

Oui 
Non 

 

 

16 (76,2) 
5 (23,8) 

 

Classification chromosomique 

de Trolet chez les patients 

énuclées (n=21) 

Stades 1 
Stades 2 

 
 

 

8 (38,1) 
13 (61,9) 

 

 

Tableau 5 : caractéristiques des 48 patients inclus.  

 

Parmi les patients inclus (n=48), nous avons identifié des CTCs chez 20 patients (41,6%). Parmi 

les patients non métastatiques (n= 38), 14 patients (37%) avaient des CTCs détectables. Parmi 

les patients métastatiques (n=10), 6 patients (60%) avaient des CTCs détectables.  
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Au total, 103 CTCs ont été comptées chez les patients positifs, soit une moyenne de 5,1 par 

patient. Parmi les patients positifs (n=20), 13 comptabilisaient au moins 3 CTCs. Parmi les 20 

patients positifs, 9 patients présentaient des CTM.  

Nous avons également inclus 5 contrôles (2 hommes, 3 femmes, âge moyen 47,2 ans). Aucune 

CTC n’a été détectée dans le groupe contrôle.  

Nous avons ensuite recherché un lien entre les CTCs et les CTM et l’ensemble des données 

collectées. Le Tableau 6 présente les résultants en dichotomisant les patients selon la positivité 

ou pas des CTCs.  
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Données Présence de CTCs 

N=20 

Absence de CTCs 

N= 28 

Age moyen (SD)  73.3 (9.4) 64 (16.8) 

Sexe 

Homme 
Femme 

 

12 
8 

 

12 
15 

Stade tumoral 

Primitif 
Métastatique 

 

14 
6 

 

23 
4 

Traitement du primitif oculaire 
Proton  

Enucleation  

 
9 

11 

 
13 

14 

Diamètre moyen en mm (SD) 14,9 (3,7) 12,7 (5,1) 

Epaisseur moyenne en mm (SD) 7,6 (3,4) 7,2 (5) 

Classification pTNM (n=25) 
T1 

T2 

T3 
T4 

 
0 

0 

7 
4 

 
2 

2 

6 
4 

Type cellulaire (n=25) 
Epithélioide 

Fusiforme 

Mixte 

 
3 

1 

6 

 
4 

5 

5 

Nombre moyen de mitoses (SD) 

(N=25) 

2,8 (3,2) 1 (1,4) 

Présence d’une nécrose 

tumorale (N=25) 

 

5 

 

 

6 

Présence d’une extension extra 

sclérale (N=25) 

4 2 

Présence d’un envahissement 

ciliaire (N=25) 

7 4 

Présence d’un engainement 

nerveux (N=25) 

2 0 

Présence d’un embole 

vasculaire (N=25) 

3 1 

Expression de BAP-1 6 6 

Perte chromosome 3 (N=21) 8 5 

Gain 8q (N=21) 8 8 

Classification de Trolet (N=21) 
Stades 1 

Stades 2 

 
1 

8 

 
7 

5 

 

Tableau 6 : principaux résultats dans le groupe de patients CTC positive versus CTC négative.  
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Les analyses statistiques préliminaires en fonction de la positivité des CTCs, du nombre 

de CTCs (≥ 3) et de la présence d’un CTM sont présentées dans le Tableau 7. Seul l’âge plus 

élevé (73,3 ans dans le groupe CTC positive versus 64,0 ans dans le groupe CTC négative) était 

statistiquement associé avec la détection d’au moins une CTC (p=0.021). Seule l’extension 

extra-sclérale était associée à une détection ≥ 3 CTCs (p=0.035). Aucun facteur n’était associé 

à la détection des CTM.  

 

 

 

Donnée ≥ 1 CTC 

P value 

≥ 3 CTC 

P value 

≥ 1 CTM 

P value 

Age 0.021 0.081 0.448 

Sexe 0.447 0.429 0.461 

Stade tumoral 
(primitif vs métastatique) 

0.286 0.429 0.172 

Proton versus enucleation 0.999 0.328 0.470 

Diamètre 0.213 0.916 0.565 

Epaisseur 0.354 0.586 0.717 

Classification TNM 0.430 0.849 0.999 

Type cellulaire 0.385 0.999 0.999 

Nombre de mitoses 0.100 0.420 0.437 

Nécrose tumorale 0.788 0.634 0.361 

Extension extra sclérale 0.150 0.035 0.078 

Envahissement ciliaire 0 .095 0.300 0.630 

Engainement nerveux 0.163 0.312 0.380 

Embole vasculaire 0.272 0.544 0.999 

Pigment mélanique 0.859 0.106 0.439 

Contingent inflammatoire 0.538 0.453 0.539 

Expression de BAP-1 0.367 0.999 0.999 

Perte chromosome 3 0.067 0.111 0.606 

Gain 8q 0.338 0.999 0.999 

Classification de Trolet 0.067 0.111 0.606 
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Tableau 7 : résultats statistiques préliminaires sur le nombre de CTC et/ou CTM comptabilisés 

avec les données cliniques paracliniques des 48 patients. CTM = Circulating Tumor Micro-

thrombus.  

 

4.2.3. Discussion des résultats préliminaires 

Nos résultats préliminaires sont comparés à la littérature dans le Tableau 8.  

Auteurs 

(référence) 

Population d’étude Plateforme utilisée Taux de 

détection 

Nombre 

moyen de 

CTCs 

détecté 

Facteurs 

associés à une 

positivité des 

CTCs 

Martel et 

al.  

(en cours) 

N=48 
(primitif+métastatique) 

Vortex VTX-1 
(microfluidique) 

41,6% 5,1 Age élevé 

Grisanti et 

al. 

(Grisanti 

et al., 

2023) 

N=47 (primitif) NC 
(immunomagnétisme) 

53% NC Diamètre, 
épaisseur, 

fluide sous 
rétinien 

Beasley et 

al. 

(Beasley et 

al., 2021) 

N=43 (primitif) Manuelle 
(immunomagnétisme) 

86% 7,5 Age, survie 
globale 

Anand et 

al.(Anand 

et al., 

2019) 

N= 39 

(primitif+métastatique) 

CellSearch 

(immunomagnétisme) 

36% 5,9 Tumeurs de 

Classe 2 

Tura et al. 

(Tura et 

al., 2014) 

N=44 (primaire) Manuelle  

(immunomagnétisme) 

91% 2,4 

(médiane) 

Stade TNM 

Bande et 

al. (Bande 

et al., 

2015) 

N=8 (primaire) CellSearch 

(immunomagnétisme) 

50% 1 Aucun 

Terai et al. 

(Terai et 

al., 2015) 

N=17 (métastatiques) CellSearch 
(immunomagnétisme) 

52,9% 1 
(médiane) 

Aucun 

Mazzini et 

al. 

(Mazzini 

N=31 

(primitif+métastatique) 

ISET (filtration par 

taille) 

55% 8 

(médiane) 

Aucune 
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et al., 

2014) 

Pinzani et 

al. 

(Pinzani et 

al., 2010) 

N=41 5(primaire) ISET (filtration par 

taille) 

31% NC Aucune 

Bidard et 

al. (Bidard 

et al., 

2014) 

N=40 (métastatique) CellSearch 
(immunomagnétisme) 

30% NC Volume 
tumoral 

miliaire 

hépatique 

Suesskind 

et al. 

(Suesskind 

et al., 

2011) 

N=81 (primaire) Manuel 

(immunomagnétisme) 

14% 1(médiane) Aucune 

Eide et al. 

(Eide et 

al., 2009) 

N=328 

(primaire+métastatique) 

Manuel 

(immunomagnétisme) 

1,6% 50 

(médiane) 

Aucune 

Ulmer et 

al. (Ulmer 

et al., 

2008) 

N=52 (primaire) Manuel 

(Immunomagnetisme) 

19% 2.5 

(médiane) 

Envahissement 

des corps 
ciliaires 

 

Tableau 8 : comparaison des études sur la détection des CTCs dans le MU. NC = Non 

Communiqué.  

 

Notre étude figure parmi les plus importantes d’un point de vue effectif. Elle est à ce 

jour la seule à avoir utilisé une plateforme de détection microfluidique. Notre taux de détection 

de 41,6% se situe dans la moyenne des résultats précédents. Certaines études rapportaient des 

taux de détection extrêmement importants, de l’ordre de 86% et 91% pour Beasley et al. et Tura 

et al. respectivement. Ces résultats sont d’autant plus impressionnants qu’ils étaient réalisés sur 

une population de MU primitif. Cependant, les auteurs ont utilisé une technologie 

immunomagnétique multi-marqueurs non commercialisée. Comparativement à notre étude qui 

ne détectait qu’un seul marqueur (Melan A), ces études permettent une meilleure sensibilité, 



195 

 

mais au détriment d’une difficulté méthodologique accrue difficilement compatible , selon nous, 

avec une pratique clinique quotidienne.  

Il est surprenant que la positivité des CTCs dans notre étude ne soit pas corrélée au stade 

de la maladie (primitif vs métastatique). Cela peut être expliqué par le faible nombre de patients 

métastatiques inclus (n=10) responsable d’un manque de puissance, mais aussi par le grand 

nombre de patients ayant une tumeur primitive de mauvais pronostic (donc possiblement 

associée à une diffusion de CTCs) se traduisant par un grand nombre de patients énuclées 

(n=26). De même, la détection et le nombre de CTCs n'était pas corrélé aux critères histo-

pronostiques contrairement à certaines études. Cela peut être expliqué par un manque de 

puissance (données disponibles uniquement sur les 26 énucléations réalisées).  

A ce stade, aucune donnée de suivi n’est encore disponible. Il sera important de 

déterminer si la détection des CTCs au stade primitif est associé ou pas à la survenue de 

métastases hépatiques. Il s’agit de la donnée la plus importante de notre étude.  

 

4.3. Perspectives 

4.3.1. Perspectives à court terme  

Pour la première fois, nous avons comparé 4 plateformes différentes dans la détection 

d’une lignée cellulaire de MU. La principale limite à l’application clinique des CTCs est le 

manque de consensus concernant le protocole idéal (de la phase pré-analytique à la phase post-

ananytique) et la plateforme idéale. D’autres études comparant les différentes plateformes 

apparaissent indispensables, notamment dans l’évaluation des nouvelles plateformes de 

dernière génération.  
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Dans notre expérience, la variabilité inter-observateur lors du comptage des CTCs est 

un élément capital à prendre en considération. Un process 100% automatisé serait bien sûr 

souhaitable, comme cela est le cas pour le CellSearch. Si l’automatisation n’est  pas possible, 

comme dans notre méthodologie avec le Vortex VTX-1, nous recommandons un comptage des 

CTCs par des pathologistes formés et expérimentés à cette lecture afin de limiter les biais. La 

mise en place de systèmes de détection automatisés basés sur l’intelligence artificielle pourrait 

s’avérer utile dans l’avenir.  

Notre étude déterminera prochainement si la positivité des CTCs, leur nombre ou la 

présence d’un CTM est prédictif de mauvais pronostic. Afin d’accroitre encore l’intérêt des 

CTCs dans le MU, il pourrait être intéressant d’implémenter notre méthode de capture des 

CTCs par une recherche systémique de certains facteurs pronostics péjoratifs comme la perte 

d’expression de BAP-1 et/ou la perte du chromosome 3 (Stålhammar and Grossniklaus, 2021; 

Trolet et al., 2009) sur les CTCs isolées, comme cela a déjà été fait par l’équipe de Tura et al. 

(Grisanti et al., 2023; Tura et al., 2014). Nous avons d’ores et déjà réalisé des expérimentations 

préliminaires visant à réaliser une double immunocytochimie (Melan A en surface, BAP-1 au 

niveau nucléaire). Ces résultats devront être approfondis sur d’autres expériences in vitro dans 

un premier temps.  

Enfin, l’application de la biopsie liquide étendue à l’humeur aqueuse pourrait s’avérer 

utile dans le diagnostic et pronostic de MU (Peng et al., 2023).  

 

4.3.2. Perspectives à moyen-long terme  

Notre travail de thèse a montré que le taux de détection in vitro des CTCs de MU était au 

maximum de 39% avec l’ISET. Cela illustre le fait que la BL n’a actuellement d’intérêt qu’en 
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cas de résultat positif. Sa négativité ne peut en aucun cas éliminer le diagnostic de dissémination 

métastatique ou rassurer quant au pronostic général.  

A terme, les biopsies liquides dans le MU pourraient permettre 2 objectifs : 

- Mise en place d’un traitement systémique précoce : actuellement, il n’existe aucun 

traitement de référence permettant de guérir la maladie à son stade métastatique et le 

décès survient généralement dans les 2 ans suivant le diagnostic de métastase (Rantala 

et al., 2022). Les BL, au premier rang desquelles la détection des CTCs dans le sang 

veineux, pourrait permettre d’identifier très précocement la dissémination hématogène. 

En cas de BL positive lors du traitement du mélanome primitif oculaire (protonthérapie 

ou énucléation), la prescription d’un traitement systémique adjuvant avant la survenue 

de la métastase pourrait constituer une option thérapeutique. A ce jour, le traitement le 

plus prometteur est le tebentafusp (Nathan et al., 2021), même si ce dernier ne peut être 

administré qu’aux patients HLA-A*02:01-positifs. Dans tous les cas, l’inclusion des 

patients dans des essais thérapeutiques est souhaitable.  

 

- Une meilleure compréhension de la dissémination tumorale : malgré un grand nombre 

de progrès dans la génétique du MU primitif, la dissémination métastatique demeure 

imparfaitement élucidée. Plusieurs études ont montré qu’il existait 2 pics de 

dissémination métastatique, vers 3 ans et 10 ans après le diagnostic du primitif oculaire, 

sans qu’aucune explication n’ait pu réellement être apportée (Nichols et al., 2017; Smit 

et al., 2020). De même, le tropisme hépatique des métastases de MU demeure encore 

non élucidé (Seitz et al., 2022). Il est communément admis que les CTCs interagissent 

avec l’ensemble des cellules sanguines (polynucléaires neutrophiles, plaquettes…) au 

cours de leur transit dans la circulation sanguine afin de les protéger des contraintes 
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hémodynamiques et du système immunitaire (Heeke et al., 2019). Dans tous les cas, les 

BL pourraient permettre une meilleure compréhension de la dissémination métastatique.  

o Isoler une CTC dans le sang veineux circulant permet une analyse moléculaire 

et génétique précise permettant de mieux appréhender la transition épithélio-

mésenchymateuse commune à toute dissémination métastatique. Dans cette 

optique, il est indispensable de disposer de biobanques de qualités permettant le 

stockage du primitif oculaire, du plasma, et de la métastase hépatique pour 

comparer les anomalies moléculaires retrouvées à celles des CTC (Martel et al., 

2023a).  

o A l’instar des autres cancers, un des modèles les plus consensuels du processus 

métastatique est celui de la dormance tumorale (Recasens and Munoz, 2019). Il 

s’agit d’un état cellulaire dans lequel la cellule tumorale devient quiescente 

pendant plusieurs mois voire des années, avant de se réactiver. Cette notion de 

dormance tumorale expliquerait pourquoi certains patients peuvent développer 

des métastases des décennies après le traitement de leur MU primitif (Nichols et 

al., 2017). La dormance tumorale n’a été que peu étudiée dans le MU. Une étude 

conduite par Eide et al. a retrouvé la présence de CTCs de MU dans la moelle 

osseuse chez 29% des patients ayant bénéficié d’une ponction biopsie osseuse 

durant le suivi carcinologique (contre seulement 1,6% de positivité des CTCs 

veineuses) (27). Bien que la présence de ces CTCs de MU dans la moelle osseuse 

n’ait pas été corrélée au risque métastatique, cette étude a le mérite de démontrer 

pour la première fois la présence de CTCs au sein de la moelle osseuse et suggère 

que la moelle osseuse pourrait servir de réservoir à CTCs de MU en phase de 

quiescence.  
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o Pour des raisons encore inexpliquées, ces CTCs en dormance se réactiveraient 

et éduqueraient des plaquettes (TEP) produites au niveau de la moelle osseuse, 

afin de faciliter leur dissémination dans la circulation sanguine. Il n’est pas 

encore vraiment établi si le transit entre le lieu de dormance et le site de 

métastase s’effectue via des CTCs entières (probablement avec d’autres 

éléments figurés du sang) ou via des acides nucléiques contenus dans des 

exosomes tumoraux. Il est possible que certains mi-RNA et certaines intégrines 

exosomales « guident » les fragments tumoraux jusqu’au foie expliquant le 

tropisme hépatique du MU.  

o Une fois implanté dans le site métastatique, certains mi-RNA permettraient de 

favoriser un micro-environnement favorable au développement métastatique. 

L’intérêt des BL vers une meilleure compréhension de la dissémination métastatique est 

résumé dans la Figure 10.  
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Figure 10 : figure résumant l’intérêt des biopsies liquides pour une meilleure compréhension 

physiopathologique du processus de dissémination métastatique dans le MU.  

 

V- CONCLUSION 

Dans ce travail de thèse, nous avons montré l’intérêt des BL dans le MU. Les BL « in situ » 

prélevées par ponction de chambre antérieure avc analyse du ct-DNA ou du protéome 

pourraient permettre un diagnostic plus précoce des MU de petite taille ce d’autant qu’aucune 

biopsie tissulaire n’est généralement réalisée, alors que les biopsies liquides « systémiques » et 
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notamment veineuses à la recherche des CTCs pourraient permettre d’identifier les patients à 

haut risque métastatique et de mieux comprendre la physiopathologie tumorale. Les CTCs 

apparaissent comme une fraction des BL prometteuse. Pour la première fois, nous avons 

comparé plusieurs plateformes de capture de CTCs du MU entre elles. Nous avons montré que 

les systèmes de filtration parfois les plus simples comme l’ISET (filtration par taille) sont 

associés aux meilleurs taux de capture et souligné les limites de certains systèmes de détection 

ciblés comme le CellSearch dont l’expression de certains marqueurs spécifiques est 

indispensable à leur activation. Cependant, nous avons également souligné l’importance de 

prendre en compte d’autres facteurs comme la reproductibilité inter-opérateur, la facilité 

d’utilisation, le coût ou encore l’ergonomie d’une plateforme afin d’envisager une application 

en pratique clinique quotidienne. Nous avons déterminé que les systèmes de captures 

microfluidiques de dernière génération permettaient dans notre laboratoire d’allier l’ensemble 

de ces paramètres. Nous avons également souligné l’importance de disposer d’échantillons 

biologiques de qualité au sein de biobanques dédiées afin de conduire des études 

translationnelles. Enfin, nous avons débuté une étude prospective visant à établir l’intérêt d’une 

plateforme de détection microfluidique chez nos patients présentant un MU primitif ou 

métastatique applicable en pratique clinique quotidienne. Les résultats de cette étude nous 

permettront de déterminer si la détection des CTCs en pratique clinique quotidienne est corrélée 

à la survenue métastatique. La positivité des CTCs pourrait permettre la prescription de 

traitements adjuvants au stade du primitif oculaire, avant la survenue des métastases hépatiques. 

Enfin, seules les BL permettront de mieux comprendre l’ensemble du processus métastatique 

dans le MU, de l’extravasation tumorale, à la métastase hépatique, en passant par le stade de 

dormance tumorale.  
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PARTIE VII- ANNEXES 

Annexe 1 : authentification externe de notre lignée cellulaire OMM 2.3 
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