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RESUME

Introduction : Les données frangaises concernant le role du virus HPV dans les carcinomes
épidermoides de voies aérodigestives sont peu nombreuses, alors que les patients frangais sont
souvent fortement fumeurs. Nous avons voulu préciser le taux d’infection HPV dans une série
francaise de tumeurs oropharyngées et non oropharyngées, déterminer les facteurs
clinicopathologiques associés a I'HPV et évaluer la survie des patients en fonction de leur statut HPV.

Matériels et méthodes : 372 carcinomes épidermoides des voies aérodigestives supérieures ont été
relus et leurs données clinicopathologiques ont été précisées. Une PCR HPV et un immunomarquage
anti-p16 ont été réalisés pour chaque cas (matériel inclus en paraffine).

Résultats : La série comportait 90 % de grands fumeurs et 36 % des tumeurs étaient oropharyngées.
L'HPV était retrouvé dans 46 % des tumeurs oropharyngées et 16 % des tumeurs non-oropharyngées.
Le génotype HPV 16 était le plus représenté (84 %). Les facteurs clinicopathologiques
significativement associés a la présence d’une infection HPV étaient : localisation oropharyngée;
absence de consommation tabagique; envahissement ganglionnaire; type histologique peu
différencié non-kératinisant ; immunomarquage anti-p16 positif. La présence d’une infection HPV
était significativement associée a une meilleure survie pour les tumeurs oropharyngées. Ce n’était
pas le cas pour les tumeurs non-oropharyngées.

Conclusion : Dans cette série francaise comportant de nombreux fumeurs, un peu moins de la moitié
des tumeurs oropharyngées sont liées a I'HPV. Les facteurs clinicopathologiques et les données de
survie associés au virus HPV sont les mémes que ceux classiquement décrits dans la littérature.

ABSTRACT

Introduction : French data about HPV role in head and neck carcinomas are sparse, although French
patients are mostly heavy smokers. In this series of oropharyngeal et non-oropharyngeal tumors, we
aimed to determine what were the clinicopathological features associated with HPV and evaluate
survival of patients according to HPV status.
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Methods: 372 cases of head and neck squamous cell carcinomas were reviewed and
clinicopathological data were detailed. For each case, we performed a HPV PCR and an
immunostaining against p16 protein (paraffin embedded tissues).

Results : The series contained 90% of heavy smokers and 36% of tumors were located in oropharynx.
HPV DNA was detected in 46% of oropharyngeal carcinomas and 16% of non-oropharyngeal
carcinomas. Genotype 16 was the most frequently detected (84%). Clinicopathological features
significantly associated with HPV DNA were: oropharyngeal location; absence of tobacco smoking;
nodal involvement; poorly-differentiated non-keratinizing histology; positive p1l6 immunostaining.
HPV infection was significantly associated with a longer survival for oropharyngeal carcinomas. It was
not the case for non-oropharyngeal carcinomas.

Conclusion: In this French series with lot of heavy smokers, under half of carcinomas are HPV
induced. Clinicopathological features et survival data associated with HPV infection are the same as
those classically described in literature.

Mots clés : carcinome épdermoide ; human papillomavirus ; voies aérodigestives supérieures ;
oropharynx; pronostic

Keywords: squamous cell carcinoma; human papillomavirus; head and neck; oropharynx; prognosis



INTRODUCTION

Il est maintenant clairement établi que le PapillomaVirus Humain (HPV) est un des facteurs
étiologiques pouvant participer au développement des carcinomes épidermoides des voies aéro-
digestives supérieures (VADS) et notamment des carcinomes oropharyngés [1,2]. En Europe et aux
Etats-Unis, I'incidence des carcinomes épidermoides des VADS liés au virus HPV est en augmentation
depuis les trente derniéres années, alors que celle des carcinomes non liés au virus HPV diminue

(3,4].

Marur et al. et D'Souza et al. ont montré que la prévalence du virus HPV reportée dans les
carcinomes épidermoides oropharyngés varie largement d’un pays a l'autre [1,5] 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. [6]. Hormis les variabilités d’interprétation dues a
des techniques de détection du virus HPV différentes (hybridation, PCR, immunohistochimie,...) [7—
10], 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 francais ayant un carcinome épidermoide des VADS et les
données de prévalence du virus HPV dans les cancers des VADS en France sont trés peu nombreuses
[11-13]. Il est cependant nécessaire d’en disposer pour anticiper et évaluer les différentes options
thérapeutiques des carcinomes épidermoides des VADS viro-induits. De plus, nous ne savons pas si
les facteurs cliniques et pathologiques associés au virus HPV sont les mémes dans la population
francaise 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 |'épithélium
des différents sites anatomiques des voies aériennes supérieures, les prévalences du virus HPV
varient en fonction des locations tumorales [2,14], sachant que pour l'instant, I'implication du

papillomavirus dans la carcinogénese n’est reconnue que dans les cancers oropharyngés [15], pour



les autres localisation on parle plus de présomption de lien. Les génotypes viraux reconnus comme a
fort risque oncogéne sont principalement les génotypes: 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58, sans étre

exhaustif [4,16,17].

Etant donné que de nombreuses études ont montré que les carcinomes épidermoides des voies
aériennes supérieures liés a I’'HPV ont un meilleur pronostic que ceux non liés a ’'HPV, avec une
meilleure survie globale et une meilleure survie sans récidive [14,18], nous avons voulu évaluer
I'impact du virus HPV sur cette cohorte frangaise de carcinomes épidermoides des VADS dans

laguelle on note une forte proportion de grands fumeurs.

Ainsi, a partir d’'une cohorte unicentrique de patients diagnostiqués consécutivement pour un
carcinome épidermoide des VADS, nous avons voulu: (i) déterminer les facteurs cliniques et
pathologiques associés a la présence du virus HPV dans les carcinomes épidermoides 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 lle de France I,

numéro 2015-09-04.

Les cas inclus dans cette étude correspondent a des cas de carcinomes épidermoides des VADS
diagnostiqués histologiquement entre Janvier 2011 et Novembre 2013 a I'Hopital Européen Georges
Pompidou, Paris, France. Les variables age, 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 a
partir des dossiers médicaux. Pour le stade tumoral, nous avons utilisé la 7°™¢ édition de la

classification TNM, car la classification T reste pratiquement inchangée entre la 7°™ et la 8™ édition,



a I'exception du regroupement des stades T4a et T4b dans le méme groupe [19,20]. Méme si I'item N
de la 8™ 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 étre insérée dans

I"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 a 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 [15]. L'immunomarquage anti-p16 a été réalisé en utilisant I'anticorps monoclonal
dirigé contre la protéine p16 (CINtec® MTM ; clone E6H4) et la révélation de I'expression de la
protéine pl6 a été réalisée a I'aide du kit de détection UltraView-Universal-Dab sur un automate
Ventana-BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems®). Des coupes de carcinome épidermoide 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 I'anticorps anti-p16 est donné dans la Figure 1.

Polymerase chain reaction (PCR) pour détecter I’ADN viral HPV.

Pour extraire I’ADN a partir des copeaux tumoraux issus des blocs de paraffine, nous avons utilisé le
minikit QlAamp DNA (Quiagen), selon les instructions du fournisseur. Le génotypage a été réalisé a
I'aide du kit INNO-Lipa Genotyping Extra Assay (Innogenetics). Ce kit est basé sur le principe de
I’hybridation inverse et utilise des amorces consensus SPF10 qui amplifient la région L1 de I’ADN du
virus HPV. Cette technique permet de détecter 28 génotypes du virus HPV (haut risque : 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 et 83 ; et bas risque : 6, 11, 40, 43, 44, 54, 70, 69,

71 et 74).



Suivi des patients

Le critére clinique de suivi pour I'analyse de survie était le déces. Le temps de survie, en mois, était

défini comme le délai entre les dates de diagnostic et de déces.

Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a I'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 a l'aide du t-test de Student. L’association entre le déces et les
variables a été évaluée a I'aide des modeles de Cox univariés et multivariés (R survival package). Les
variables avec une p value < 0,10 ont été sélectionnées comme co-variables pour I'analyse
multivariée. Tous les tests étaient bilatéraux et les p values < 0,05 étaient considérées comme

statistiqguement significatives.

Résultats
Population et tumeurs

La population comportait 372 patients ayant un carcinome épidermoide des VADS, dont 79 %
d’hommes. La moyenne d’age était de 63 ans, avec des ages s’étendant de 24 ans a 97 ans. Les
tumeurs étaient localisées dans I'oropharynx, I’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 a 20 paquets-années (une consommation d’un paquet-année correspond
a un paquet fumé par jour pendant un an). Les caractéristiques cliniques et pathologiques des

patients sont résumées dans le Tableau 1.



Détection de I’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 |’association
16+35, un cas avec |'association 11+73 et un cas avec |’association 33+52+54. Tous les virus détectés
étaient des HPV haut risque, a I'exception de quatre cas comportant des HPV bas risque (trois cas
avec un HPV11 et un cas avec |'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 '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 pl16 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 non-
oropharyngés 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.

Facteurs cliniques et pathologiques associés aux CEVADS HPV positifs

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

(Table 2).

Les facteurs significativement associés au statut HPV positif des tumeurs étaient: I'absence de

tabagisme, la localisation oropharyngée des tumeurs, la présence d’un envahissement ganglionnaire,



le caractere peu différencié non kératinisant des tumeurs, la présence d’un immunomarquage anti-

p16 positif.

L'age, le sexe et le stade tumoral des tumeurs n’étaient pas associés au statut HPV des tumeurs.

Lors de I'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), I'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 épidermoides oropharyngés liés au virus HPV ont une meilleure survie

La médiane de suivi des patients avec un carcinome épidermoide oropharyngé était de 47 mois
(intervalle interquartile de 43 a 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 a ceux ayant une tumeur HPV négative (p = 0,0028 ; test du log-rank, Figure 2). Les taux de
survie a 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 (modele 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 modeéle

de Cox. Ces résultats sont repris dans le Tableau 4.



Les patients atteints de carcinomes épidermoides non-oropharyngés ont une survie similaire quel

que soit leur statut HPV

La médiane de suivi des patients avec un carcinome épidermoide non-oropharyngé était de 45 mois
(intervalle interquartile de 41 a 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 a 3 ans étaient
de 77 % (1C95%, 71 % - 84 %) dans le groupe HPV négatif et de 78 % (64 % - 94 %) dans le groupe HPV

positif.

DISCUSSION

Comme mentionné dans la derniére édition de la classification TNM pour les cancers des voies
aériennes supérieures (Union for International Cancer Control), les patients ayant un carcinome
oropharyngé lié a I’'HPV ont un meilleur pronostic que ceux ayant un cancer oropharyngé non lié a
I'HPV [20]. Pourtant, dans la population générale francaise, cet avantage pronostique pourrait ne pas
étre aussi important compte tenu de la forte proportion de patients ayant une consommation
tabagique marquée. D’autre part, dans ce contexte, il est a noter que les données de la littérature
francaise concernant les caractéristiques de I'infection par HPV dans les carcinomes des VADS sont
peu nombreuses [13,21-23]. Ainsi, notre travail permet de préciser les données épidémiologiques de
I'infection par le papillomavirus dans une population francaise de patients ayant un carcinome
épidermoide, toutes localisations anatomiques confondues, c’est-a-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 a une survie prolongée.



Dans cette cohorte unicentrique de patients frangais ayant un carcinome épidermoide 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 frangaise sont
rares et hétérogenes 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 prélevements congelés, alors
que I'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 ’ADN pour les cas p16 positifs.
Cette derniere approche est relativement spécifique si I'on considere les données de I'étude de
Augustin et al. [7], cependant notre étude souligne que la stratification premiére 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 prélevements fixés, se
rapprochent plus de ceux de Mirghani et al. avec un taux d’infection HPV de 46 %. Notre étude est
plus homogene car monocentrique, mais peut-étre moins représentative du paysage francais, car elle
n’a inclus que les cas diagnostiqués a I'Hopital Européen Georges Pompidou. Si 'on compare nos
résultats aux études américaines, on observe que le taux d’infection HPV dans les carcinomes
oropharyngés est légerement inférieur dans notre étude (46 %) par rapport a celui rapporté par
Gillison (57 %). Cette différence peut étre liée a un biais d’échantillonnage ou a des expositions
différentes aux facteurs de risque des carcinomes oropharyngés (tabac, habitus sexuels). Dans les
carcinomes oropharyngés, toutes les infections HPV étaient associées a des HPV haut risque, ce qui
est correspond aux données de la littérature [7,25,26]. Tout comme décrit par d’autres auteurs,

I'immunomarquage anti-P16 semble étre un outil sensible de détection d’infection a HPV haut risque



dans les carcinomes oropharyngés puisqu’il existe une association significative entre ces deux

variables (p < 0,001) [27,28].

Tout comme dans I’étude de Gillison et al. [24], nous avons observé que la présence d’une infection
virale HPV était associée a I'absence de consommation tabagique, aux localisations tumorales
oropharyngées, a un envahissement ganglionnaire au moment du diagnostic, et au sous-type
histologique peu différencié non-kératinisant. Nous nous attendions a observer des tumeurs HPV
induites significativement plus fréquemment chez les jeunes patients, mais ceci n’a pas été le cas. En
effet, la moyenne d’age des patients ayant un carcinome épidermoide oropharyngé HPV induit est
relativement élevée dans notre population (61,4 ans) par rapport a celle observée dans le travail
réalisé par Ang et al. (53,5 ans) [25]. Ceci pourrait s’expliquer peut-étre par des habitudes sexuelles
différentes ou a d’autres causes non encore établies. Tout comme dans notre travail, les études
francaises de Mirghani et al et St Guili et al. ne retrouvent pas non plus de différences significatives

entre les ages des patients ayant des carcinomes oropharyngés liés ou non a I'HPV.

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 a faible risque oncogéne notamment les HPV11, ceux-ci ne sont pas
toujours associés a une surexpression de pl6. 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 pl6 négatifs car de petits prélevements biopsiques
pourraient intéresser une zone focalement négative dans une tumeur globalement positive pour
I"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 pl6 positive [29,30].
Pourtant, certains auteurs ont montré qu’un marquage nucléaire et cytoplasmique de 50 % a 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 [31]. Ainsi le seuil de
positivité de 70 % des cellules tumorales, notamment sur prélevements biopsiques pourrait générer
des faux négatifs. Récemment, Lewis et al. ont montré qu’un retard de fixation pouvait étre
responsable d’une perte artéfactuelle de I'immunomarquage anti-p16 par autolyse tissulaire. Dans ce
travail, de facon intéressante, |I’hybridation in situ ciblant I’ARN restait positive quelque soient les
conditions de fixation [32]. Enfin, des modifications épigénétiques pourraient étre responsables de
I’extinction secondaire de la protéine pl6, par hyperméthylation du gene codant la protéine pl6

[33].

Les données de la littérature concernant la survie des patients francais ayant un carcinome
épidermoide 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 a une meilleure survie [12,13]. Notre étude confirme ces résultats : que les patients
soient fumeurs (90 % de fumeurs a plus de 20 paquets-années dans notre série) ou non-fumeurs,
I'infection par un HPV oncogéne reste un facteur de meilleur pronostique chez les patients ayant un
carcinome épidermoide oropharyngé. Dans une étude européenne comptant 153 carcinomes
oropharyngés, Anantharaman et al. [34] ont aussi suggéré une association entre un statut HPV positif
et une survie prolongée, mais cette association n’était pas significative (HR=0,66 ; 1C95%=0,43-1,02).
Notons toutefois que la population étudiée dans cette étude était trés hétérogéne provenant de
plusieurs pays (ltalie, Allemagne, Grece, République Tchéque, 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 I'effet négatif du tabac sur la survie dans une
population francaise de 282 tumeurs oropharyngées p16 positives [35]. D’aprés les auteurs, I'histoire
de la consommation tabagique serait le facteur pronostique le plus important chez les malades ayant

un carcinome épidermoide oropharyngé pl6 positif. Ces données soulignent bien I'importance



d’étudier lI'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
hétérogéne comportant des localisations différentes (larynx, hypopharynx, cavité buccale et
nasopharynx) dont le pronostic peut étre par conséquent variable. De plus, en fonction du stade
tumoral, le virus HPV pourrait avoir un réle 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 [37]. Pour comprendre le réle 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 hétérogénes avec des études rapportant un role
protecteur du virus HPV vis-a-vis de la survie globale [38,39] et d’autres ne conférant pas de réle

pronostique du virus HPV [40].

De facon intéressante, nous avons observé que les 6 tumeurs nasopharyngées incluses dans notre
étude étaient toutes porteuses d’'un HPV oncogéne de génotype HPV16. Une étude récente a
rapporté qu’environ un tiers des carcinomes nasopharyngés étaient associés a 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 [41]. 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 'immunomarquage
anti-p16 et ou les méthodes d’hybridation in situ ciblant les génotypes oncogénes d’HPV [42].

Egalement 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 trés peu nombreuses et basées sur des études de
registre, ce qui rend difficile I'’étude du réle 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 a 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, a savoir quels mécanismes sous-tendent I'absence d’activité oncogénique d’'HPV a haut
risque (HPV16 par exemple) dans certaines localisations non-oropharygées (propriétés locales de la
mugqueuse, interactions avec d’autres protéines, mécanismes épigénétiques)? Pour tenter de
répondre a 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 a la présence d’'une infection HPV dans les carcinomes épidermoides des voies aériennes
supérieures dans une série unicentrique homogeéne de patients frangais. Nous observons que les
facteurs cliniques et pathologiques associés a la présence du virus HPV sont comparables a ceux
rapportés précédemment dans les études américaines. Enfin le bon pronostic des cancers liés a I'HPV

dans 'oropharynx persiste malgré un tabagisme important dans la population francaise.
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LEGENDES
Tableaux :
Tableau 1 : caractéristiques cliniques et pathologiques de la population d’étude

Tableau 2 : caractéristiques cliniques et pathologiques de la population d’étude selon le statut HPV,
analyse univariée

Tableau 3 : analyse multivariée des facteurs associés a la présence d'HPV dans la population d'étude
(régression logistique)

Tableau 4: Facteurs associés au risque de déces dans la population de carcinomes oropharyngé
(analyses univariée et multivariée).

Figures :

Figure 1 : Exemple d'immunomarquage anti-p16 positif : marquage fort et diffus, cytoplasmique et
nucléaire, dans la quasi-totalité des cellules tumorales (x20).

Figure 2 : Courbes de survie des malades ayant un carcinome épidermoide oropharyngé, selon leur
statut HPV déterminé par PCR (Kaplan-Meier).

Figure 3 : Courbes de survie des malades ayant un carcinome épidermoide non-oropharyngé, selon
leur statut HPV déterminé par PCR (Kaplan-Meier).
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Tableau 1 : caractéristiques cliniques et pathologiques de la population d'étude

Population
Nombre de patients (n) 372
Age
Moyenne 63
Intervalle 24-97
Sexe (n,%)
Femme 73 (21)
Homme 93 (79)
Tabagisme
Non 38 (10)
Oui 294 (79)
< 10 paquets-années 264 (71)
10 a 20 paquets-années 13 (3)
>20 paquets années 17 (5)
NA 40 (11)
Localisation (n,%)
Oropharynx 134 (36)
Hors Oropharynx
Hypopharynx 46 (12)
Nasopharynx 6 (2)
Larynx 153 (41)
Cavité buccale 29 (8)
Incertaine selon données radiologiques et cliniques 4(1)
Stade tumoral* (n,%)
T1-T2 156 (42)
T3-T4 105 (55)
NA 11 (3)
Envahissement ganglionnaire (n,%)
Non 169 (45)
Oui 190 (51)
NA 13 (3)
Type histologique (n,%)
Non-PDNK 323 (87)
PDNK 35 (9)
NA 14 (4)

(*) Classification TNM de I'Union Internationale Contre le Cancer (7éme édition)

NA : données manquantes



Tableau 2 : caractéristiques

cliniques et pathologiques de la population d'étude selon le statut HPV. Analyse univariée

Tumeurs HPV

Tumeurs HPV

- L p-value
négatives positives
Nombre de patients (n,%) 272 (73) 100 (27)
Age 0.19
Moyenne 63.7 62
Intervalle 42-97 24-96
Sexe (n,%) 0.83
Femme 57 (21) 22 (22)
Homme 215 (79) 78 (78)
Tabagisme (n,%) <10°
Non 15 (5) 23 (23)
Oui 224 (82) 70 (70)
NA 33 (12) 0(0)
Localisation (n,%) <10°
Oropharynx 72 (26) 62 (62)
Hors Oropharynx
Hypopharynx 41 (15) 5(5)
Nasopharynx 0 (0) 6 (6)
Larynx 131 (48) 22 (22)
Cavité buccale 25 (9) 4(4)
Incertaine selon données radiologiques et cliniques 3(1) 1(1)
Stade tumoral* (n,%) 0.98
T1-T2 114 (42) 42 (42)
T3-T4 150 (55) 55 (55)
NA 8(3) 3(3)
Envahissement ganglionnaire (n,%) 2.10"
Non 139 (51) 30 (30)
Oui 123 (45) 67 (67)
NA 10 (4) 33
Type histologique (n,%) <10°
Non-PDNK 255 (79) 68 (68)
PDNK 10 (29) 25 (25)
NA 7 (0,5) 7(7)
p16 (n,%)
Oropharynx <10°
Positif 8 (11) 51 (82)
Négatif 64 (89) 11 (18)
Hors Oropharynx 7.10°
Positif 26 (13) 16 (43)
Négatif 171 (87) 21 (57)

(*) Classification TNM de I'Union Internationale Contre le Cancer (7éme édition)

NA : données manquantes



Tableau 3 : analyse multivariée des facteurs associés ala présence d'HPV dans la population d'étude (régression logistique)

Variable p
Tabagisme (oui / non) <10”
Localisation (oropharynx / hors oropharynx) 0.014
Envahissement ganglionnaire (oui / non) 0.15
Type histologique ( PDNK/non-PDNK) <10”

PDNK: peu différencié non-kératinisant



Tableau 4: Facteurs associés au risque de déces dans la population de carcinomes oropharyngés

modele de Cox (univarié)

modéle de Cox (multivarié)

HR p value aHR p value

Statut HPV (PCR)

Négatif Ref Ref

Positif 0,38 (0,20-0,74) 0.004 0,46 (0,23-0,91) 0.026
Sexe

Femme Ref

Homme 0,88 (0,43-1,80) 0.73
Stade T

T1-T2 Ref

T3-T4 1,29 (0,64-2,63) 0.48
Stade N

NO Ref

N+ 1(0,39-2,60) 0.99
Consommation tabagique

Non Ref Ref

Oui 3,33 (1,02-10,82) 0.046 2,43 (0,72-8,2) 0.15
Age, années

<60

260 1,49 (0,80-2,79) 0.21






