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RESUME

Introduction : Les données françaises concernant le rôle du virus HPV dans les carcinomes épidermoïdes de voies aérodigestives sont peu nombreuses, alors que les patients français sont souvent fortement fumeurs. Nous avons voulu préciser le taux d'infection HPV dans une série française de tumeurs oropharyngées et non oropharyngées, déterminer les facteurs clinicopathologiques associés à l'HPV et évaluer la survie des patients en fonction de leur statut HPV.

INTRODUCTION

Il est maintenant clairement établi que le PapillomaVirus Humain (HPV) est un des facteurs étiologiques pouvant participer au développement des carcinomes épidermoïdes des voies aérodigestives supérieures (VADS) et notamment des carcinomes oropharyngés [START_REF] Souza | Case-Control Study of Human Papillomavirus and Oropharyngeal Cancer[END_REF][START_REF] Gillison | Evidence for a Causal Association Between Human Papillomavirus and a Subset of Head and Neck[END_REF]. En Europe et aux Etats-Unis, l'incidence des carcinomes épidermoïdes des VADS liés au virus HPV est en augmentation depuis les trente dernières années, alors que celle des carcinomes non liés au virus HPV diminue [START_REF] Chaturvedi | Incidence trends for human papillomavirus-related and -unrelated oral squamous cell carcinomas in the United States[END_REF][START_REF] Senkomago | Human Papillomavirus-Attributable Cancers -United States, 2012-2016[END_REF]. Marur et al. et D'Souza et al. ont montré que la prévalence du virus HPV reportée dans les carcinomes épidermoïdes oropharyngés varie largement d'un pays à l'autre [START_REF] Souza | Case-Control Study of Human Papillomavirus and Oropharyngeal Cancer[END_REF][START_REF] Marur | HPV-associated head and neck cancer: a virusrelated cancer epidemic[END_REF] et ainsi on observe des différences entre certains pays européens et ceux d'Amérique du Nord. Ceci est également souligné dans la revue récente de Taberna et al. [START_REF] Taberna | Human papillomavirusrelated oropharyngeal cancer[END_REF]. Hormis les variabilités d'interprétation dues à des techniques de détection du virus HPV différentes (hybridation, PCR, immunohistochimie,...) [START_REF] Augustin | HPV RNA CISH score identifies two prognostic groups in a p16 positive oropharyngeal squamous cell carcinoma population[END_REF][START_REF] Schlecht | A comparison of clinically utilized human papillomavirus detection methods in head and neck cancer[END_REF][START_REF] Jordan | Validation of methods for oropharyngeal cancer HPV status determination in US cooperative group trials[END_REF][START_REF] Qureishi | Current and future techniques for human papilloma virus (HPV) testing in oropharyngeal squamous cell carcinoma[END_REF], ces différences peuvent aussi s'expliquer par des spécificités et des différences démographiques, notamment au niveau des expositions tabagiques et des habitudes sexuelles. Ces spécificités n'ont été que peu étudiées chez les patients français ayant un carcinome épidermoïde des VADS et les données de prévalence du virus HPV dans les cancers des VADS en France sont très peu nombreuses [START_REF] Mirghani | Do high-risk human papillomaviruses cause oral cavity squamous cell carcinoma?[END_REF][START_REF] Mirghani | Prevalence and characteristics of HPV-driven oropharyngeal cancer in France[END_REF][START_REF] St Guily | Oropharyngeal cancer prognosis by tumour HPV status in France: The multicentric Papillophar study[END_REF]. Il est cependant nécessaire d'en disposer pour anticiper et évaluer les différentes options thérapeutiques des carcinomes épidermoïdes des VADS viro-induits. De plus, nous ne savons pas si les facteurs cliniques et pathologiques associés au virus HPV sont les mêmes dans la population française et dans les populations américaines. Il faut rappeler que la plupart des études et protocoles portant sur les tumeurs malignes des VADS liés ou non au virus HPV, sont effectués sur des patients vivant sur le sol américain. Enfin, du fait d'interactions spécifiques entre le virus HPV et l'épithélium des différents sites anatomiques des voies aériennes supérieures, les prévalences du virus HPV varient en fonction des locations tumorales [START_REF] Gillison | Evidence for a Causal Association Between Human Papillomavirus and a Subset of Head and Neck[END_REF][START_REF] Sethi | Characteristics and survival of head and neck cancer by HPV status: A cancer registry-based study[END_REF], sachant que pour l'instant, l'implication du papillomavirus dans la carcinogénèse n'est reconnue que dans les cancers oropharyngés [START_REF] El-Naggar | WHO classification of head and neck tumours[END_REF], pour les autres localisation on parle plus de présomption de lien. Les génotypes viraux reconnus comme à fort risque oncogène sont principalement les génotypes : 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58, sans être exhaustif [START_REF] Senkomago | Human Papillomavirus-Attributable Cancers -United States, 2012-2016[END_REF][START_REF] Economopoulou | Diagnostic Tumor Markers in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) in the Clinical Setting[END_REF][START_REF] Bhatia | Human Papillomavirus-Associated Oropharyngeal Cancer: Defining Risk Groups and Clinical Trials[END_REF].

Etant donné que de nombreuses études ont montré que les carcinomes épidermoïdes des voies aériennes supérieures liés à l'HPV ont un meilleur pronostic que ceux non liés à l'HPV, avec une meilleure survie globale et une meilleure survie sans récidive [START_REF] Sethi | Characteristics and survival of head and neck cancer by HPV status: A cancer registry-based study[END_REF][START_REF] Masterson | De-escalation treatment protocols for human papillomavirus-associated oropharyngeal squamous cell carcinoma : A systematic review and meta-analysis of current clinical trials[END_REF], nous avons voulu évaluer l'impact du virus HPV sur cette cohorte française de carcinomes épidermoïdes des VADS dans laquelle on note une forte proportion de grands fumeurs.

Ainsi, à partir d'une cohorte unicentrique de patients diagnostiqués consécutivement pour un carcinome épidermoïde des VADS, nous avons voulu : (i) déterminer les facteurs cliniques et pathologiques associés à la présence du virus HPV dans les carcinomes épidermoïdes des VADS, (ii) évaluer la survie globale des patients en fonction de leur statut HPV.

Matériels et méthodes

Population étudiée :

Cette étude rétrospective a été approuvée par le Comité de Protection des Personnes Ile de France II, numéro 2015-09-04.

Les cas inclus dans cette étude correspondent à des cas de carcinomes épidermoïdes des VADS diagnostiqués histologiquement entre Janvier 2011 et Novembre 2013 à l'Hôpital Européen Georges Pompidou, Paris, France. Les variables âge, sexe, localisation tumorale, consommation tabagique (absence ; < 10 paquets-années ; 10-20 paquets-années ; > 20 paquets-années), stade tumoral et statut ganglionnaire (présence d'un envahissement ganglionnaire ou non) ont été enregistrées à partir des dossiers médicaux. Pour le stade tumoral, nous avons utilisé la 7 ème édition de la classification TNM, car la classification T reste pratiquement inchangée entre la 7 ème et la 8 ème édition, à l'exception du regroupement des stades T4a et T4b dans le même groupe [START_REF] Sobin | TNM Classification of Malignant Tumours[END_REF][START_REF] Brierley | TNM classification of malignant tumours[END_REF]. Même si l'item N de la 8 ème édition de la classification TNM a largement changé pour les carcinomes HPV-induits, le numéro d'édition de la classification TNM utilisée n'a pas d'impact sur notre méthodologie car nous avons classé les cas sur la base de leur envahissement ganglionnaire en deux catégories (présence d'un envahissement ganglionnaire ou non). La consommation d'alcool n'a pu être insérée dans l'analyse du fait de données insuffisantes.

Etude histologique et immunomarquage anti-p16

Pour chaque patient, nous avons sélectionné une lame issue d'un bloc de paraffine représentatif de la tumeur pour réaliser une technique de PCR à la recherche du virus HPV. Le type tumoral a été précisé (peu différencié non kératinisant (PDNK) ou non) selon les recommandations de la WHO classification [START_REF] El-Naggar | WHO classification of head and neck tumours[END_REF]. L'immunomarquage anti-p16 a été réalisé en utilisant l'anticorps monoclonal dirigé contre la protéine p16 (CINtec® MTM ; clone E6H4) et la révélation de l'expression de la protéine p16 a été réalisée à l'aide du kit de détection UltraView-Universal-Dab sur un automate Ventana-BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems®). Des coupes de carcinome épidermoïde du col utérin ont été utilisées comme témoin positif. Un marquage fort et diffus cytoplasmique et nucléaire dans plus de 70 % des cellules tumorales était considéré comme positif. Un exemple d'immunomarquage avec l'anticorps anti-p16 est donné dans la Figure 1.

Polymerase chain reaction (PCR) pour détecter l'ADN viral HPV.

Pour extraire l'ADN à partir des copeaux tumoraux issus des blocs de paraffine, nous avons utilisé le minikit QIAamp DNA (Quiagen), selon les instructions du fournisseur. Le génotypage a été réalisé à l'aide du kit INNO-Lipa Genotyping Extra Assay (Innogenetics). Ce kit est basé sur le principe de l'hybridation inverse et utilise des amorces consensus SPF10 qui amplifient la région L1 de l'ADN du virus HPV. Cette technique permet de détecter 28 génotypes du virus HPV (haut risque : [START_REF] Economopoulou | Diagnostic Tumor Markers in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) in the Clinical Setting[END_REF][START_REF] Masterson | De-escalation treatment protocols for human papillomavirus-associated oropharyngeal squamous cell carcinoma : A systematic review and meta-analysis of current clinical trials[END_REF][START_REF] Chaturvedi | Human Papillomavirus and Rising Oropharyngeal Cancer Incidence in the United States[END_REF][START_REF] Hong | HPV Status of Oropharyngeal Cancer by Combination HPV DNA/p16 Testing: Biological Relevance of Discordant Results[END_REF][START_REF] Nuovo | In situ detection of the hypermethylation-induced inactivation of the p16 gene as an early event in oncogenesis[END_REF][START_REF] Mirghani | Smoking impact on HPV driven head and neck cancer's oncological outcomes?[END_REF][START_REF] Tong | Prevalence and Prognostic Significance of HPV in Laryngeal Squamous Cell Carcinoma in Northeast China[END_REF]45 

Suivi des patients

Le critère clinique de suivi pour l'analyse de survie était le décès. Le temps de survie, en mois, était défini comme le délai entre les dates de diagnostic et de décès. 

Analyse

Facteurs cliniques et pathologiques associés aux CEVADS HPV positifs

Les tumeurs viro-induites présentaient des caractéristiques cliniques et pathologiques particulières.

(Table 2).

Les facteurs significativement associés au statut HPV positif des tumeurs étaient : l'absence de tabagisme, la localisation oropharyngée des tumeurs, la présence d'un envahissement ganglionnaire, le caractère peu différencié non kératinisant des tumeurs, la présence d'un immunomarquage anti-p16 positif. L'âge, le sexe et le stade tumoral des tumeurs n'étaient pas associés au statut HPV des tumeurs. Lors de l'analyse multivariée, la présence d'une exposition tabagique, la topographie oropharyngée des tumeurs, et le type histologique PDNK restaient associés au statut HPV. En revanche, la présence d'un envahissement ganglionnaire n'était plus associée au statut HPV (Table 3).

Dans le sous-groupe des tumeurs oropharyngées (n=134, données non montrées), le tabac (p < 0,001), l'envahissement ganglionnaire (p<0,001) et le type histologique peu différencié non kératinisant (p<0,001) étaient significativement associés au statut HPV positif. Ces associations persistaient avec des p-values comparables en analyse multivariée.

Les carcinomes épidermoïdes oropharyngés liés au virus HPV ont une meilleure survie

La médiane de suivi des patients avec un carcinome épidermoïde oropharyngé était de 47 mois (intervalle interquartile de 43 à 50 mois). Au cours du suivi, on observait 40 morts, 26 et 14 dans les groupes cancers HPV négatifs et HPV positifs, respectivement. L'analyse selon Kaplan-Meier montrait que les patients ayant une tumeur HPV positive avaient une survie significativement prolongée par rapport à ceux ayant une tumeur HPV négative (p = 0,0028 ; test du log-rank, Figure 2). Les taux de survie à 3 ans étaient de 56 % (IC95%, 44 % -71 %) dans le groupe HPV négatif et de 79 % (68 % -90 %) dans le groupe HPV positif.

En analyse univariée (modèle de Cox), le groupe HPV positif avait une survie globale significativement prolongée par rapport au groupe HPV négatif (p= 0,004). Hormis la consommation tabagique (p=0,046), les autres facteurs n'avaient pas de valeur pronostique. En analyse multivariée, seul le statut HPV conservait un impact pronostique sur la survie (p=0,026). Dans cette population, le choix de traitement par radiothérapie n'était pas indépendant mais était influencé par la présence ou non du virus HPV dans les échantillons tumoraux ; cette variable n'a donc pas été incluse dans le modèle de Cox. Ces résultats sont repris dans le Tableau 4.

Les patients atteints de carcinomes épidermoïdes non-oropharyngés ont une survie similaire quel que soit leur statut HPV

La médiane de suivi des patients avec un carcinome épidermoïde non-oropharyngé était de 45 mois (intervalle interquartile de 41 à 46 mois). Au cours du suivi, on observait 56 morts, dont 47 et 9 dans les groupes HPV négatifs (n=197) et HPV positifs (n=38), respectivement. L'analyse selon Kaplan-Meier montrait que les patients ayant une tumeur non-oropharyngée avaient une survie similaire quel que soit leur statut HPV (p = 0,78, test du log-rank, Figure 3). Les taux de survie à 3 ans étaient de 77 % (IC95%, 71 % -84 %) dans le groupe HPV négatif et de 78 % (64 % -94 %) dans le groupe HPV positif.

DISCUSSION

Comme mentionné dans la dernière édition de la classification TNM pour les cancers des voies aériennes supérieures (Union for International Cancer Control), les patients ayant un carcinome oropharyngé lié à l'HPV ont un meilleur pronostic que ceux ayant un cancer oropharyngé non lié à l'HPV [START_REF] Brierley | TNM classification of malignant tumours[END_REF]. Pourtant, dans la population générale française, cet avantage pronostique pourrait ne pas être aussi important compte tenu de la forte proportion de patients ayant une consommation tabagique marquée. D'autre part, dans ce contexte, il est à noter que les données de la littérature française concernant les caractéristiques de l'infection par HPV dans les carcinomes des VADS sont peu nombreuses [START_REF] St Guily | Oropharyngeal cancer prognosis by tumour HPV status in France: The multicentric Papillophar study[END_REF][START_REF] St Guily | Human papillomavirus genotype distribution in oropharynx and oral cavity cancer in France-The EDiTH VI study[END_REF][START_REF] Mirghani | Diagnosis of HPV driven oropharyngeal cancers: Comparing p16 based algorithms with the RNAscope HPV-test[END_REF][START_REF] Mirghani | Do high-risk human papillomaviruses cause oral cavity squamous cell carcinoma?[END_REF]. Ainsi, notre travail permet de préciser les données épidémiologiques de Cette dernière approche est relativement spécifique si l'on considère les données de l'étude de Augustin et al. [START_REF] Augustin | HPV RNA CISH score identifies two prognostic groups in a p16 positive oropharyngeal squamous cell carcinoma population[END_REF], cependant notre étude souligne que la stratification première par p16 fait courir le risque de ne pas inclure les rares patients P16-et PCR HPV+ (18 % dans la présente étude) ayant des cancers oropharyngés. Nos résultats, basés sur une analyse PCR sur des prélèvements fixés, se rapprochent plus de ceux de Mirghani et al. avec un taux d'infection HPV de 46 %. Notre étude est plus homogène car monocentrique, mais peut-être moins représentative du paysage français, car elle n'a inclus que les cas diagnostiqués à l'Hôpital Européen Georges Pompidou. Si l'on compare nos résultats aux études américaines, on observe que le taux d'infection HPV dans les carcinomes oropharyngés est légèrement inférieur dans notre étude (46 %) par rapport à celui rapporté par Gillison (57 %). Cette différence peut être liée à un biais d'échantillonnage ou à des expositions différentes aux facteurs de risque des carcinomes oropharyngés (tabac, habitus sexuels). Dans les carcinomes oropharyngés, toutes les infections HPV étaient associées à des HPV haut risque, ce qui est correspond aux données de la littérature [START_REF] Augustin | HPV RNA CISH score identifies two prognostic groups in a p16 positive oropharyngeal squamous cell carcinoma population[END_REF][START_REF] Ang | Human Papillomavirus and Survival of Patients with Oropharyngeal Cancer[END_REF][START_REF] Chaturvedi | Human Papillomavirus and Rising Oropharyngeal Cancer Incidence in the United States[END_REF]. Tout comme décrit par d'autres auteurs, l'immunomarquage anti-P16 semble être un outil sensible de détection d'infection à HPV haut risque dans les carcinomes oropharyngés puisqu'il existe une association significative entre ces deux variables (p < 0,001) [START_REF] Craig | Comparison of molecular assays for HPV testing in oropharyngeal squamous cell carcinomas: a population-based study in Northern Ireland[END_REF][START_REF] Augustin | Evaluation of the efficacy of the 4 tests (p16 immunochemistry, polymerase chain reaction, DNA, and RNA in situ hybridization) to evaluate a human papillomavirus infection in head and neck cancers: a cohort of 348 French squamous cell carcinomas[END_REF].

Tout comme dans l'étude de Gillison et al. [START_REF] Gillison | Evidence for a causal association between human papillomavirus and a subset of head and neck cancers[END_REF], nous avons observé que la présence d'une infection virale HPV était associée à l'absence de consommation tabagique, aux localisations tumorales oropharyngées, à un envahissement ganglionnaire au moment du diagnostic, et au sous-type histologique peu différencié non-kératinisant. Nous nous attendions à observer des tumeurs HPV induites significativement plus fréquemment chez les jeunes patients, mais ceci n'a pas été le cas. En Nous avons observé un certain nombre de cas HPV positifs et p16 négatifs : 11 cas sur 62 cas oropharyngés (18 %) et 21 cas sur 37 cas non-oropharyngés (57 %). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette discordance. Tout d'abord, la PCR utilisée pour définir le statut HPV des tumeurs est capable de détecter les HPV à faible risque oncogène notamment les HPV11, ceux-ci ne sont pas toujours associés à une surexpression de p16. Notons que seulement deux cas présentaient ces caractéristiques (deux cas non-oropharyngés HPV11). L'hétérogénéité tumorale peut également expliquer la présence de cas HPV positifs et p16 négatifs car de petits prélèvements biopsiques pourraient intéresser une zone focalement négative dans une tumeur globalement positive pour l'anticorps anti-p16, d'autant plus qu'un marquage nucléaire et cytoplasmique de plus de 70% des cellules tumorales est préconisé pour rapporter une tumeur comme étant p16 positive [START_REF] Seethala | CAP Cancer Protocol Pharynx -cppharynx-17protocol-4000[END_REF][START_REF] Lewis | Human Papillomavirus Testing in Head and Neck Carcinomas: Guideline From the College of American Pathologists[END_REF].

Pourtant, certains auteurs ont montré qu'un marquage nucléaire et cytoplasmique de 50 % à 70 % des cellules tumorales pourrait avoir valeur de positivité avec un comportement biologique et clinique similaire aux tumeurs exprimant la p16 dans plus de 70 % des cellules [START_REF] Hong | HPV Status of Oropharyngeal Cancer by Combination HPV DNA/p16 Testing: Biological Relevance of Discordant Results[END_REF]. Ainsi le seuil de positivité de 70 % des cellules tumorales, notamment sur prélèvements biopsiques pourrait générer des faux négatifs. Récemment, Lewis et al. ont montré qu'un retard de fixation pouvait être responsable d'une perte artéfactuelle de l'immunomarquage anti-p16 par autolyse tissulaire. Dans ce travail, de façon intéressante, l'hybridation in situ ciblant l'ARN restait positive quelque soient les conditions de fixation [START_REF] Lewis | Tissue Fixation Conditions for p16 Immunohistochemistry and Human Papillomavirus RNA In Situ Hybridization in Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma[END_REF]. Enfin, des modifications épigénétiques pourraient être responsables de l'extinction secondaire de la protéine p16, par hyperméthylation du gène codant la protéine p16 [START_REF] Nuovo | In situ detection of the hypermethylation-induced inactivation of the p16 gene as an early event in oncogenesis[END_REF].

Les données de la littérature concernant la survie des patients français ayant un carcinome épidermoïde des VADS sont également assez peu nombreuses avec deux études spécifiques concernant les carcinomes oropharyngés et montrant que les carcinomes oropharyngés HPV-induits sont associés à une meilleure survie [START_REF] Mirghani | Prevalence and characteristics of HPV-driven oropharyngeal cancer in France[END_REF][START_REF] St Guily | Oropharyngeal cancer prognosis by tumour HPV status in France: The multicentric Papillophar study[END_REF]. Notre étude confirme ces résultats : que les patients soient fumeurs (90 % de fumeurs à plus de 20 paquets-années dans notre série) ou non-fumeurs, l'infection par un HPV oncogène reste un facteur de meilleur pronostique chez les patients ayant un carcinome épidermoïde oropharyngé. Dans une étude européenne comptant 153 carcinomes oropharyngés, Anantharaman et al. [START_REF] Anantharaman | Predictors of oropharyngeal cancer survival in Europe[END_REF] ont aussi suggéré une association entre un statut HPV positif et une survie prolongée, mais cette association n'était pas significative (HR=0,66 ; IC95%=0,43-1,02). Notons toutefois que la population étudiée dans cette étude était très hétérogène provenant de plusieurs pays (Italie, Allemagne, Grèce, République Tchèque, etc…). D'autre part, la méthodologie de recueil des données de suivi n'était pas uniforme.

Un travail récent mené par Mirghani et al. a montré l'effet négatif du tabac sur la survie dans une population française de 282 tumeurs oropharyngées p16 positives [START_REF] Mirghani | Smoking impact on HPV driven head and neck cancer's oncological outcomes?[END_REF]. D'après les auteurs, l'histoire de la consommation tabagique serait le facteur pronostique le plus important chez les malades ayant un carcinome épidermoïde oropharyngé p16 positif. Ces données soulignent bien l'importance d'étudier l'impact du virus HPV dans chaque pays voire région, en fonction des données épidémiologiques locales, notamment habitudes sexuelles et consommation tabagique.

Nous n'avons pas mis en évidence de différence de pronostic entre les patients ayant une tumeur non-oropharyngée HPV-positive et les patients ayant une tumeur non-oropharyngée HPV-négative. Il semble nécessaire de démembrer ce groupe de tumeurs non-oropharyngées car il s'agit d'un groupe hétérogène comportant des localisations différentes (larynx, hypopharynx, cavité buccale et nasopharynx) dont le pronostic peut être par conséquent variable. De plus, en fonction du stade tumoral, le virus HPV pourrait avoir un rôle pronostique ou non, une étude récente montrant que les carcinomes non-oropharyngés avancés au stade métastatique pourraient avoir un meilleur pronostic en cas de statut HPV positif [START_REF] Burr | HPV impacts survival of stage IVC non-oropharyngeal HNSCC cancer patients[END_REF]. Pour comprendre le rôle du virus HPV dans le développement des tumeurs non-oropharyngées, il serait intéressant de réaliser des études spécifiques pour chaque localisation. Concernant les tumeurs laryngées qui sont les tumeurs non-oropharyngées les plus fréquentes (environ quatre fois plus de tumeurs laryngées que de tumeurs hypopharyngées dans notre série), les données de la littérature sont hétérogènes avec des études rapportant un rôle protecteur du virus HPV vis-à-vis de la survie globale [START_REF] Wang | Role of human papillomavirus in laryngeal squamous cell carcinoma: A meta-analysis of cohort study[END_REF][START_REF] Tong | Prevalence and Prognostic Significance of HPV in Laryngeal Squamous Cell Carcinoma in Northeast China[END_REF] et d'autres ne conférant pas de rôle pronostique du virus HPV [START_REF] Fakhry | The prognostic role of sex, race, and human papillomavirus in oropharyngeal and nonoropharyngeal head and neck squamous cell cancer[END_REF].

De façon intéressante, nous avons observé que les 6 tumeurs nasopharyngées incluses dans notre étude étaient toutes porteuses d'un HPV oncogène de génotype HPV16. Une étude récente a rapporté qu'environ un tiers des carcinomes nasopharyngés étaient associés à la présence d'une infection HPV, sans mettre en évidence des différences de pronostic entre les tumeurs HPV positives et négatives. Néanmoins, cette étude basée sur une étude de registre ne précise pas quels tests HPV ont été utilisés [START_REF] Wotman | HPV status in patients with nasopharyngeal carcinoma in the United States: A SEER database study[END_REF]. Une autre étude de registre récente a rapporté un taux d'infection HPV similaire (32 %). Dans cette étude, les auteurs ont précisé que les tests utilisés étaient l'immunomarquage anti-p16 et ou les méthodes d'hybridation in situ ciblant les génotypes oncogènes d'HPV [START_REF] Verma | Human papillomavirus and nasopharyngeal cancer[END_REF]. 

  statistique L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel R (R Foundation for Statistical Computing, 3.3.1-Studio). Les variables qualitatives ont été comparées en utilisant le test exact de Fisher. Les moyennes ont été comparées à l'aide du t-test de Student. L'association entre le décès et les variables a été évaluée à l'aide des modèles de Cox univariés et multivariés (R survival package). Les variables avec une p value < 0,10 ont été sélectionnées comme co-variables pour l'analyse multivariée. Tous les tests étaient bilatéraux et les p values < 0,05 étaient considérées comme statistiquement significatives. Résultats Population et tumeurs La population comportait 372 patients ayant un carcinome épidermoïde des VADS, dont 79 % d'hommes. La moyenne d'âge était de 63 ans, avec des âges s'étendant de 24 ans à 97 ans. Les tumeurs étaient localisées dans l'oropharynx, l'hypopharynx, le nasopharynx, le larynx et la cavité buccale respectivement dans 36 %, 12 %, 16 %, 41 % et 8 % des cas. Les tumeurs étaient localement avancées (T3-T4) dans 55 % des cas et il existait un envahissement ganglionnaire dans 51 % des cas. Une consommation tabagique était retrouvée dans 79 % des cas, dont 90 % de cas avec une consommation supérieure à 20 paquets-années (une consommation d'un paquet-année correspond à un paquet fumé par jour pendant un an). Les caractéristiques cliniques et pathologiques des patients sont résumées dans le Tableau 1. Détection de l'HPV dans les CEVADS Le virus HPV a été détecté chez 27 % des patients (100 sur 372), par technique PCR. La prévalence du virus HPV dans les différents sites tumoraux était : 46,2 % (62 sur 134) des tumeurs oropharyngées ; 10,9 % (5 sur 46) des tumeurs hypopharyngées ; 100 % (6 sur 6) des tumeurs nasopharyngées ; 14,4 % (22 sur 153) des tumeurs laryngées ; 13,8 % (4 sur 29) des tumeurs de la cavité buccale. Le génotype HPV16 était le plus représenté (84 %). Les autres génotypes étaient les HPV11 (3 %) et HPV39 (2 %). Les génotypes 26, 35, 56 et 66 ont été détectés une seule fois, tous dans des tumeurs différentes. Quatre cas comportaient au moins deux génotypes viraux : deux cas avec l'association 16+35, un cas avec l'association 11+73 et un cas avec l'association 33+52+54. Tous les virus détectés étaient des HPV haut risque, à l'exception de quatre cas comportant des HPV bas risque (trois cas avec un HPV11 et un cas avec l'association 11+73). Ces HPV bas risque ont été mis en évidence dans le nasopharynx (n=1), dans le larynx (n=2) et dans la cavité orale (n=1). L'immunomarquage anti-P16 était disponible pour l'ensemble des cas de la série. Parmi les 62 cas de carcinomes oropharyngés avec une PCR HPV positive, 51 cas (82 %) étaient p16 positifs et 11 cas (18 %) étaient p16 négatifs. Inversement, parmi les 72 cas de cancers oropharyngés avec une PCR HPV négative, 64 cas (89 %) étaient p16 négatifs et 8 cas (11 %) étaient p16 positifs. Parmi les 37 cas nonoropharyngés avec une PCR HPV positive, 21 cas (57 %) étaient p16 négatifs et 16 cas (43 %) étaient p16 positifs. A noter que, parmi les 197 cas non-oropharyngés avec une PCR HPV négative, 171 cas (87 %) étaient p16 négatifs et 26 (13 %) étaient p16 positifs.

  l'infection par le papillomavirus dans une population française de patients ayant un carcinome épidermoïde, toutes localisations anatomiques confondues, c'est-à-dire pour les localisations oropharyngées et non-oropharyngées. Cette étude permet tout d'abord de confirmer avec notre cohorte, que la présence d'une infection HPV dans les carcinomes oropharyngés constitue un facteur pronostique indépendant associé à une survie prolongée. Dans cette cohorte unicentrique de patients français ayant un carcinome épidermoïde des VADS, dans les tumeurs oropharyngées, le taux d'infection HPV était de 46 %, ce qui est cohérent avec les études précédentes, notamment américaines [5,24,25]. Les données de la littérature française sont rares et hétérogènes en termes de résultats, et reposent essentiellement sur les études menées par St Guily et al. et Mirghani et al. [12,13]. Ces deux études multicentriques se sont focalisées sur les carcinomes oropharyngés et ont respectivement retrouvé des taux d'infection HPV de 26 % et 43 % dans les tumeurs. La différence observée dans les taux d'infection par HPV dans les études de St Guily et al et Mirghani et al. peut s'expliquer par des approches de détection du virus différentes. L'équipe de St Guilyet al. a utilisé des techniques d'analyse PCR sur des prélèvements congelés, alors que l'équipe de Mirghani et al. a utilisé uniquement des approches morphologiques basées sur un tri par immunomarquage anti-p16 suivi d'une hybridation in situ ciblant l'ADN pour les cas p16 positifs.

  effet, la moyenne d'âge des patients ayant un carcinome épidermoïde oropharyngé HPV induit est relativement élevée dans notre population (61,4 ans) par rapport à celle observée dans le travail réalisé par Ang et al. (53,5 ans) [25]. Ceci pourrait s'expliquer peut-être par des habitudes sexuelles différentes ou à d'autres causes non encore établies. Tout comme dans notre travail, les études françaises de Mirghani et al et St Guili et al. ne retrouvent pas non plus de différences significatives entre les âges des patients ayant des carcinomes oropharyngés liés ou non à l'HPV.

  Également dans cette étude, le statut HPV n'avait pas d'impact sur la survie des malades. Les données récentes de la littérature sont en fait très peu nombreuses et basées sur des études de registre, ce qui rend difficile l'étude du rôle du virus HPV dans le développement des carcinomes nasopharyngés.Nous avons trouvé un certain nombre de cas de cancers non-oropharyngés avec une infection par HPV haut risque (PCR) mais sans signe d'activité oncogénique (hybridation in situ anti-ARN négative) : 33 cas de carcinomes non-oropharyngés comportaient un HPV à haut risque et seulement 14 d'entre eux avaient une hybridation anti-ARN positive (données non montrées). On peut logiquement se demander si les cas étant transcriptionnellement actifs ne pourraient pas avoir un meilleur pronostic que les carcinomes HPV négatifs et transcriptionnellement inactifs. Une question corolaire est soulevée, à savoir quels mécanismes sous-tendent l'absence d'activité oncogénique d'HPV à haut risque (HPV16 par exemple) dans certaines localisations non-oropharygées (propriétés locales de la muqueuse, interactions avec d'autres protéines, mécanismes épigénétiques) ? Pour tenter de répondre à ces questions, il serait intéressant de coupler les données de PCR et les données d'hybridation in situ anti-ARN dans les différentes localisations de carcinomes non-oropharyngés, mais ceci nécessite probablement un travail multicentrique pour obtenir un nombre de cas important afin d'augmenter la puissance statistique d'étude de la survie. En conclusion, ce travail précise les données démographiques, pathologiques et pronostiques associées à la présence d'une infection HPV dans les carcinomes épidermoïdes des voies aériennes supérieures dans une série unicentrique homogène de patients français. Nous observons que les facteurs cliniques et pathologiques associés à la présence du virus HPV sont comparables à ceux rapportés précédemment dans les études américaines. Enfin le bon pronostic des cancers liés à l'HPV dans l'oropharynx persiste malgré un tabagisme important dans la population française.
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