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Les papillomavirus humains a haut risque (HR-HP\Ontsdes virus oncogénes
responsables de la quasi-totalité des cancers Huled'utérus ; ils sont également
impliqués dans d’autres cancers de la sphére analgerieur role est suspecté dans des

cancers de la sphere O.R.L. et notamment dansuhe®is de I'oropharynx.

Les cancers O.R.L. sont fortement liés aux factderssque alcool et tabac. Or, bien que
les consommations éthylo-tabagiques diminuent depes années 1980 grace aux
stratégies de prévention mises en place, les incedede certains de ces cancers ne cessent
d’augmenter, notamment aux Etats-Unis et dans #8s gcandinaves. Les cancers de
'oropharynx et en particulier des amygdales etlaldase de la langue semblent étre
associés a des infections par les papillomavirusdis oncogenes. Ainsi, les infections

par HPV pourraient étre a I'origine de 'augmertdatde 'incidence de ces cancers.

Dans la premiere partie de notre étude, nous altdeelopper les caractéristiques
biologiques des papillomavirus humains et notamntignportance des protéines virales
E6 et E7. Puis nous étudierons les spécificitédasnomes oropharyngés liés aux HPV :
I'évolution de I'épidémiologie de ces cancers, pesticularités des populations atteintes.
Enfin, nous ferons le point sur les techniques mbafques dont nous disposons

actuellement pour mettre en évidence les infecttopapillomavirus humains.

L’objectif de la seconde partie de notre travatl @studier la fréquence des infections a
papillomavirus humains dans les tissus sains ebtaux des patients atteints d’'un cancer
de I'oropharynx. Cette étude rétrospective porte6@upatients hospitalisés dans le service
de chirurgie O.R.L. du C.H.U. de Grenoble entre2602007.

Le but de notre étude est de mieux comprendred&ason carcinome de I'oropharynx et

papillomavirus humain oncogéne.

13
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1 Biologie des papillomavirus humains

1.1 Taxonomie

Les papillomavirus humains (HPV) sont des virus@@NAdouble brin appartenant a la
famille des Papillomaviridae [63]. La classification de cette famille reposer sles
identités de séquences nucléotidiques codant laéipeo de capside L1 [5,27].
Actuellement, plus de 100 types de papillomavirast sdentifiés, ils sont séparés en 2
classes principales selon leur tropisme :

- Les HPV a tropisme cutané appartenant essentiglieme genre beta-
papillomavirus.

- Les HPV a tropisme muqueux appartenant au genna-glppillomavirus.

Au sein des HPV a tropisme muqueux, on distingure famction de leur pouvoir
oncogénique les génotypes dits a « haut risquességlant des propriétés de carcinogenése
(principalement HPV-16 et HPV-18), des génotypes «eas risque » qui ne sont

généralement pas impliqués dans le processus eamxc¢iPV-6, HPV-11).

Groupes Types HPV Commentaires
Alpha HPV
1 16 Pouvoir carcinogene le plus élevé
1 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, | Carcinogénes reconnus
52, 56, 58, 59
2A 68 Carcinogéne probable
2B 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, | Carcinogénes possibles
70, 73, 82, 85, 97
3 6,11
Beta HPV
2B 5et8 Preuves limitées dans les cancers cutanés chez les
patients atteints d'épidermodysplasie verruciforme
3 Autres types beta et
gamma

Tableau | : Types HPV et pouvoir oncogene . Groupe 1 : pouvoir carcinogéne certain. Groupe
2A : preuves concernant la pathogénicité humaine limitées mais données physiopathologiques
fortes. Groupe 2B : analogies phylogénétiques mais pas de preuves de pathogénicité humaine.
Groupe 3: absence de preuves épidémiologiques et de données physiopathologiques en faveur
d’'un réle carcinogéne. Adapté de Bouvard [8].
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1.2 Structure

Les papillomavirus sont des petits virus nus aidaps symétrie icosaédrique. Ce sont
des virus a ADN bicaténaire circulaire d’enviror080paires de bases. Leur génome est
divisé en 3 régions :

- La région codante E pour Early comporte 6 phase®rtes de lecture
(POL) codant pour les protéines précoces de fomdiib, E2, E4-E7. Ces
protéines interviennent dans [lactivation de lansaiption, de la
transformation, de la réplication et dans I'adaptatvirale aux différents
milieux cellulaires [11].

- La région codante L pour Late comporte 2 POL codast protéines
tardives de capside L1 et L2 protéines majeure ieemne de capside
respectivement qui forment la structure du viribfaeilitent I'empaquetage
du génome viral et sa maturation [66].

- La région non codante LCR pour Long Control Regmomporte les

séquences de contrdle de la régulation virale & déplication.

LCR

E6

HPV - 16  2.000 E1

L2

ES

Figure 1 : Organisation génomique des HPV.  Exemple de 'HPV 16.
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1.3 Cycle

Les HPV infectent les cellules épithéliales descbes basales des muqueuses ou des

épidermes [95]. Leur cycle de réplication est lla différenciation des kératinocytes.

Les particules virales infectieuses atteignentclefules souches des couches basales
suite a des microlésions de la muqueuse entratmantrupture de I'épithélium stratifié
[30]. Le virus est alors internalisé par endocytpses décapsidé et 'ADN viral est
transloqué au niveau du noyau de la cellule vigrédéine mineure de capside L2 [29]. Le
génome viral est ainsi maintenu présent a un taibef d’'une centaine de copies sous
forme d’épisomes, sans intégration dans le génaaria dellule héte, grace aux protéines
précoces E1 et E2.

La réplication du génome viral est liee a la regilmn du génome cellulaire : le
génome viral se réplique avec I'’ADN cellulaire aaurs de la phase S [29]. Il s’agit du

cycle non productif.

Les cellules filles migrent ensuite vers la coushprabasale et entament le processus
de différenciation. Les cellules suprabasales tépar I'HPV peuvent a nouveau entrer
en cycle, contrairement aux cellules normales, iesi gpermettre la poursuite de la
réplication de I'ADN viral [67]. Dans les couchessIplus superficielles, les protéines de
capside L1 et L2 permettent 'empaquetage de I'Alidl, les virions ainsi formés sont

libérés et peuvent infecter de nouvelles cellu@sst le cycle productif.

Ce cycle est valable aussi bien pour les papillornavde haut risque que pour les
papillomavirus de bas risque.
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Figure 2: Représentation des principales étapes du cycle des papillomavirus dans

I'épithélium squameux : en I'absence d’infection, les cellules filles issues des cellules souches
épithéliales se divisent le long de la membrane basale et maturent verticalement a travers
I'épithélium sans division supplémentaire (partie de droite). Aprés infection des cellules souches
basales par I'HPV, les protéines virales précoces sont exprimées, les cellules filles entrent a
nouveau en division et se multiplient verticalement (partie de gauche). Dans les couches les plus
superficielles, I'expression des protéines tardives structurales permet la formation et la libération
des virions. Extrait de Frazer [34].

Sous l'action du systeme immunitaire, I'infectioinale régresse le plus souvent (clairance
virale) mais dans certains cas le virus peut persisoit a I'état latent sous forme
d’épisomes soit sous forme intégrée au sein durgéraellulaire pour les papillomavirus
muqueux de haut risque. La persistance du virusleedacteur de risque principal

responsable de I'évolution vers la carcinogenese.

18



1.4 Les protéines virales : rle dans la carcinogenése

1.4.1 Les protéines oncogénes E6 et E7

E6 et E7 sont des protéines oncogenes pouvans@esprimées lors d’une infection par
un papillomavirus de haut risque. Cette surexpoessst responsable d’'une perte de la

régulation du cycle cellulaire et d’'une immortalisa des cellules.

1.4.1.1 La protéine E7

La protéine E7 des HR-HPV est une oncoprotéine Gfe dcides aminés capable de
former une liaison de forte affinité avec les prm#é du rétinoblastome (pRb).

La protéine pRb est une protéine suppresseur desutunactive sous forme
hypophosphorylée, forme sous laquelle elle est ldapale se lier au facteur de
transcription E2F et de le séquestrer, elle prévéémsi I'entrée en phase S des cellules
[69] : le complexe E2F/pRb agit comme un répresdeuranscription.

Au cours d’un cycle cellulaire normal, pRb est pitasylée par les cyclines D1/CDK4
et E/CDK2 ce qui cause la dissociation pRb/E2Fadteur de transcription E2F est libérée
et active la transcription des genes impliqués tapsursuite du cycle cellulaire.

Au cours d’'une infection par un papillomavirus daitirisque, la protéine E7 des HPV
peut se lier a pRb sous sa forme active hypophogié®y) E7 empéche ainsi I'interaction
E2F/pRb et donc l'inhibition du facteur de tranption E2F par pRb, E2F est alors
exprimé de maniére constitutive, le contrble didasition des phases G1/S est perdu et le
cycle cellulaire n’est plus contr6lé ce qui aboatitine prolifération cellulaire aberrante
[36].

De plus, E7 stimule la dégradation de pRb via letgasome ce qui amplifie le

phénomeéne de prolifération cellulaire.
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1.4.1.2 La protéine E6

E6 est une protéine oncogene capable, chez lelfopagvirus de haut risque, de se lier
a la protéine p53 et d'induire sa dégradation [42].

p53 est une protéine suppresseur de tumeur expeméeponse a des dommages de
I’ADN [7] : au cours d’'un processus tumoral, dagnsiux de stress cellulaire activent cette
protéine ce qui a pour conséquence un arrét deissance cellulaire et/ou I'apoptose de
la cellule. Lorsque p53 est dégradée via son idtiera avec E6, il se produit un
emballement du cycle cellulaire se traduisant pe forte instabilité chromosomique ce
qui permet l'intégration du génome viral au seirggnome cellulaire.

De plus, E6 interagit avec d’autres protéines sajjee :

— Les protéines PDZ des jonctions serrées en induisandégradation ce qui
perturbe le contrdle de la prolifération, de lagoté et de I'adhésion
cellulaire

- Les télomérases hTERT en restaurant leur activééqai inhibe la
sénescence et la mort cellulaire.

L’ensemble de ces phénomenes participe a I'immsati@bn cellulaire [54].

Ainsi, une infection par un HPV de haut risque smduit par une prolifération
cellulaire accrue et une inhibition de [I'apoptos®nduisant a un processus
d'immortalisation cellulaire. L’ensemble de cesnééits crée une instabilité génomique
pouvant aboutir a une cassure du génome de ldechlite et ainsi faciliter I'intégration de
I’ADN viral au sein de '’ADN de la cellule hote.
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1.4.2 Résumé du processus de carcinogenése

Lors d’'une infection persistante par un HPV de h&gue, la protéine E7 se lie aux
protéines du rétinoblastome ce qui a pour conséguame prolifération cellulaire
aberrante, cette prolifération entraine un stressieeau de la cellule qui se traduit par
I'activation de la protéine p53. Or, p53 est dégmgar I'intermédiaire de la protéine E6
des HR-HPV, ainsi, la division cellulaire se pourgt les dommages dans ’ADN ne sont
plus réparés ce qui accentue encore davantageli@mation cellulaire.

L’instabilité chromosomique engendrée peut entraime intégration de I'’ADN viral
dans I'ADN de la cellule héte. La cassure de 'ADikal se fait au niveau du gene E2 dont
un des réles est de réprimer I'expression des ipexgéprécoces E6 et E7. Ainsi, lors de
I'intégration de I’ADN viral d’'un papillomavirus deaut risque au sein du génome de la
cellule hote, il se produit une levée d’inhibitides protéines virales oncogéenes E6 et E7
ce qui amplifie encore plus le processus d’oncogered peut aboutir a un processus de

transformation maligne des cellules.

pRb/E2F

E7

Prolifération aberrante

S

% Immortalisation cellulaire|
Instabilité génomique

E6
@ E6/ET7 111

Transformation

Figure 3: Schéma simplifié de la carcinogénése ind uite par les papillomavirus de haut
risque. Adapté de Munger et al. [68]
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15 Pouvoir pathogene

Le pouvoir oncogénique des HPV de haut risque agiténis en évidence au début des
années 80 par Harald zur Hausen qui a recu en|2d®8x Nobel de Médecine pour cette
découverte [96].

Les papillomavirus de haut risque sont considéo@snee responsables de plus de 95%
des cancers du col de l'utérus [13] mais il fawmosaque I'infection par le papillomavirus
est une cause nécessaire mais non suffisante aercdrautres facteurs interviennent (age,
immunodépression, multiparité, contraceptifs orauxabac) [1,14] qui vont influer sur la
clairance ou la persistance des HPV [28].

Les papillomavirus humains sont également impliqdaass certains cancers de la
sphere génitale externe (pénis, vulve, vagin) esdes cancers de I'anus ou, comme dans
le cancer du col de l'utérus, les génotypes les glouvent incriminés sont les HPV
oncogenes 16 et 18 [71].

Enfin, une proportion non négligeable de cancer§atepharynx est induite par les

papillomavirus.
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2 HPV et cancers O.R.L.

Les cancers de la téte et du cou sont des patlesldgitement associées aux facteurs
environnementaux alcool et tabac. Cependant, ars ams derniéres années, une certaine
proportion de ces cancers survient chez le patient alcoolique et non fumeur ce qui

laisse supposer l'intervention de nouveaux factdargsque.

Des 1983, Syrjanen suggére que I'HPV peut étreodglhe de certains carcinomes
cellulaires squameux oraux en mettant en éviderseeffets cytopathogenes spécifiques
des papillomavirus sur des biopsies de cancersxoeuen montrant la présence
d’antigenes d’HPV au niveau des noyaux des celliteses mémes biopsies [87].
A la fin des années 90, dans une revue de ladittér, Franceschi et al. [58] suspectent
une association entre les infections par le pap#larus humain et les cancers des voies
aérodigestives supérieures (VADS) :
- Il est retrouvé une corrélation entre les taux @dence des cancers de la
cavité orale et des cancers du col de 'utérusi gtémhis.
- Les papillomes laryngés de l'enfant dus a une trdac périnatale
ressemblent aux lésions génitales bénignes li@g@$P& du point de vue

morphologique, histologique et cytologique.

Au début des années 2000, différentes études metteévidence que la présence dHPV
au niveau de la cavité orale est associée a unmemnigtion du risque de cancer de
I'oropharynx :

- Gillison [40] étudie la présence de I'HPV par bigiw moléculaire chez 253
patients atteints d’'un cancer de la téte et du etomet en évidence une
association forte entre infection par HPV et camgeloropharynx.

- Les patients atteints de cancers de l'oropharyrésgmtent les mémes
facteurs de risques sexuels que les femmes atedl@ecancer du col de
I'utérus, facteurs de risques connus pour étreca&s@ une exposition a
I'HPV [19,57].

- Les maris dont les femmes sont atteintes d’un casheeol de 'utérus ont
un risque accru de cancer oral [50], tout commefégsmes ayant un

antécédent de cancer cervical [75].
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Actuellement, l'infection par les papillomavirusrhains est reconnue comme jouant un
réle dans la pathogenése de certains cancers @arllagence internationale de recherche
contre le cancer. Les HPV sont impliqués dans &simomes cellulaires squameux de
I'oropharynx et plus particulierement dans les icemmes de la base de la langue et des

amygdales [53].

2.1 Epidémiologie des cancers O.R.L.

Les cancers des voies aérodigestives supérieusatieat au gne rang des cancers les
plus fréquents en France’{4rang chez 'homme, $1°rang chez la femme). En 2008, on
estime a 16000 nouveaux cas par an de cancers ABS \¢e qui correspond a une
incidence d’environ 0,3%o.

Ces cancers sont essentiellement masculins : 88%alsa/eaux cas sont des hommes.

En terme de mortalité en 2005, ces cancers sensitues™® rang chez 'homme, ils
sont responsables de 5000 déces chaque année [100].

En France, les taux d’incidence des cancers desS/8@nt en constante diminution
chez ’lhomme mais augmentent considérablement lehieznme en particulier les cancers
de l'oropharynx, du palais et de I'hnypopharynx [6@es tendances sont fortement
associées a la consommation éthylo-tabagique tjle gsincipal facteur de risque de ces
cancers : chez les hommes, les consommations diadtale tabac ont diminué de facon
concomitante depuis les années 1960 tandis querisommation tabagique augmente
chez les femmes [4].

Une autre tendance est retrouvée aux Etats-Urdlaret les pays scandinaves ou il est
observé une augmentation des cancers de I'oropkhatydes amygdales chez les jeunes
adultes tandis que les autres cancers des VADSesodiminution ce qui laisse supposer
une origine autre que la consommation éthylo-tahsgpour ces cancers [41,43] : en 1973
aux Etats-Unis, les cancers de l'oropharynx reptése 18% des cancers des VADS
contre 31% en 2004 [80]. Cette progression estnmoiant liée a une augmentation des
infections par les papillomavirus humains en rappavec une évolution des
comportements sexuels au cours des dernieres années

Cette tendance n’est pour l'instant pas observéErance : ceci peut s’expliquer par
'impact de la consommation éthylo-tabagique quipdas élevé par rapport aux autres
pays et qui peut ainsi masquer la part jouée p#P\ dans les cancers de I'oropharynx
[60] (consommation annuelle d’alcool pur par haititan 2005 : 13,7 L en France [99]
versus 9,4 L aux Etats-Unis [98]).
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2.2 Réle des HPV dans les cancers O.R.L.

2.2.1 Mode de contamination

L’infection par le papillomavirus humain est unéection sexuellement transmissible

reconnue comme étant responsable de plus de 95%adesrs du col de I'utérus [78].
En réalisant un paralléle entre cancers du colulérlis et cancers de la téte et du cou,
différentes études ont montré une association gmtfection par HPV, les comportements
sexuels et des localisations spécifiques au seitedecancers, une différence oropharynx
versus autres localisations est notamment miseideree [23,40] :

- age du premier rapport sexuel plus précoce daralezers de I'oropharynx

- nombre de partenaires sexuels plus important

- pratiques sexuelles oro-génitales plus fréquentes.

En 2009, Gillisoret al. comparent les risques de 2 populations attetigesarcinomes
de la téte et du cou HPV-16 positifs et HPV-16 tiégales patients positifs pour HPV-16
ont un nombre augmenté de partenaires sexuelsaggnibu oraux et ont plus de
partenaires occasionnels par rapport a la populafimoin avec des odds ratios respectifs
de 6,4 ; 4,3 et 2,9 ; ces difféerences ne sont glasuvées chez les patients négatifs pour
HPV-16 [39].

L’infection par les papillomavirus humains au nivearal est donc probablement

acquise par contact sexuel.
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2.2.2 Pourquoi I'oropharynx ?

L’infection par le papillomavirus humain au niveale la cavité orale se fait
préférentiellement au niveau de I'oropharynx [21340].

L’oropharynx englobe le voile du palais, les amygdala base de la langue et les
parois pharyngiennes délimitées supérieurementepaasopharynx et inférieurement par

le sillon pharyngo-épiglottique.

Voile du palais

o ; _ Paroi postérieure de I'oropharynx

Amygdales

Base de la langue

Figure 4 : Coupe sagittale de I'oropharynx
http://www.cancerhelp.org.uk

La base de la langue est histologiguement relié€amygdale, ces 2 entités
appartiennent a une aire lymphoide appelée anneaWaldeyer [22] qui fait partie du
systeme immunitaire et intervient dans les phénaménflammatoires et infectieux du
site. Un épithélium malpighien recouvre ces tidgusphoides et s’'invagine pour former
des cryptes. Ces cryptes sont bordées par dulyisginoide tandis que la surface luminale
de 'amygdale est recouverte d’'un épithélium paviteex stratifié non kératinisé et peu
infiltré par les lymphocytes. Ainsi, lors de la oenaissance des antigenes, les
lymphocytes peuvent traverser la lumiere des csypii@ d'étroits passages entre les

cellules épithéliales, créant des zones de fragitiécanique [72].
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L’association épithélium malpighien - épithéliumvpaenteux donne aux amygdales
des caractéres histologiques proches de ceux ddecbutérus au niveau de la zone de
jonction endocol-exocol qui est elle aussi, une ezate fragilité meécanique. Cette
similitude entre col de I'utérus et oropharynx pexpliquer la localisation préférentielle

des papillomavirus a ce niveau [79].

De plus, les épithéliums du col utérin et de I'dragynx dérivent du méme feuillet

embryonnaire.

2.2.3 Les cancers de I'oropharynx HPV positifs : unetérdipart entiere

2.2.3.1 Epidémiologie

Au sein des cancers O.R.L., selon les publicatiABN d’HPV est retrouvé dans 0 a
100% des tumeurs. Ces variations importantes séas laux techniques de détection
utilisées (hybridationin situ, PCR), aux types d’échantillons analysés (biopsiaesages
oraux, brossages) mais également a la localisatsncarcinomes au sein de la sphére
O.R.L. car il est désormais connu que la localsatpréférentielle des HPV est
'oropharynx, or, de nombreuses études étudienpré&sence des papillomavirus dans
I'ensemble de la sphere O.R.L.
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Figure 5: Pourcentages de carcinomes cellulaires s  quameux de l'oropharynx (A) et de la
téte et du cou (B) induits par 'HPV. Aux Etats-Unis, 40 a 80% des cancers de I'oropharynx sont

induits par I'HPV, en Europe les taux varient de 90% en Suéde a 20% dans les pays ou le
tabagisme est plus important. D’aprés Marur et al. [64].
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En 2005, Kreimeret al [58] réalisent une revue de la littérature quithgtise les
données publiées jusqu’alors sur les cancers O.pPour lesquels la recherche des
papillomavirus a été effectuée par PCR, les donegéesernant 5046 biopsies ont été
analysées : la prévalence de biopsies positiveslIfptRV est de 36% pour les carcinomes
de I'oropharynx, 24% pour les carcinomes de latéamiale et du larynx.

Cette étude montre également des disparités géuquegs : en Amérique du Nord et
en Asie, 47% des carcinomes de I'oropharynx sont |ésitifs contre seulement 28% en
Europe. Ces disparités peuvent s’expliquer pardifésrences de distribution des facteurs

de risque autres que l'infection par HPV selonpags.

Dans une autre étude parue dans le New Englandalair Medicine en 2010 [2], le
statut HPV de 323 patients atteints d’'un canceratepharynx est déterminé par une
technigue d’hybridationn situ, 63,8% des patients sont positifs pour 'HPV d86t1%
d’HPV oncogene de type 16.

La proportion des cancers de I'oropharynx HPV pigsitarie donc considérablement
selon les études, ces différences peuvent s’ex@ligar 'augmentation récente importante
des cas de cancers HPV positifs notamment au deuesderniére décennie.

Ainsi, en Suede, les pourcentages de cancers dggdalas HPV positifs évoluent de
23% dans les années 70, a 57% dans les années @8%t entre 2000 et 2002 [44] puis a
77% entre 2003 et 2005 et a 93% entre 2006 et POO}7 L'incidence des cancers des
amygdales HPV positifs double chaque décennie ddpaiannées 70 pendant que celle
des HPV négatifs diminue. L'incidence standardiséel’age des cancers des amygdales
passe ainsi de 0,74/100000 habitants en 1970 ALO@®0 habitants en 2006 en Suede.

Des tendances identiques sont observées dansriibleseles pays scandinaves [6] et
aux Etats-Unis [41] [16].
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Figure 6: Incidence standardisée sur I'dge des car cinomes cellulaires squameux des
amygdales pour 100,000 habitants, Stockholm, Suéde, 1970-2006. (Les barres d'erreur
indiquent les intervalles de confiance a 95%). Extrait de Ramquist et al. [73]

En France, I'étude EDITH VI publiée en 2011 réalisians 12 centres portant sur 314
biopsies de carcinomes oropharyngés et 209 bioplesarcinomes de la cavité orale
retrouve une prévalence de 46,5% de cancers depharynx HPV positifs contre 10,5%
pour les cancers de la cavité orale ce qui confiarlecalisation préférentielle de 'HPV

au niveau de I'oropharynx [85].

2.2.3.2  Distribution des génotypes HPV
Comme dans les cancers du col de l'utérus [26palgllomavirus humain de type 16

est le génotype le plus fréequemment retrouvé dessdncers de I'oropharynx.

Dans I'étude de Kreimer [58], parmi les biopsiesl’deopharynx positives en HPV,
86,7% sont positives pour I'HPV de type 16 et sadlet 6,7% des biopsies sont positives
pour des HPV non oncogénes. Les autres HPV oncegémoritaires retrouvés sont
HPV-33, HPV-18, HPV-35, HPV-45 et HPV-59.

Une étude francaise portant sur 30 biopsies deutsr@.R.L. HPV positives retrouve
de I'HPV-16 et de 'HPV-33 dans respectivement 888410% des biopsies [55]. Des
infections multiples sont retrouvées dans 7% degassociation HPV-16/HPV-33).
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L’étude EDITH VI [85] retrouve 89,7% des carcinom@®pharyngés positifs pour
'HPV-16. Des infections multiples a HPV sont retvées pour 5,5% des biopsies
positives avec toujours présence d’au moins un ldBWaut risque et seulement 3% des

biopsies positives sont infectées par des virusammogenes.

En conclusion, le papillomavirus humain de typee$6rencontré trés majoritairement
dans les cancers de I'oropharynx HPV positifs et de-infections sont possibles mais

rares.

2.2.4 Particularités des populations HPV positives
2.2.4.1 Facteurs de risque

> Tabac et alcool

Les deux principaux facteurs de risque des car@dRsL. sont I'alcool et le tabac : le
risque de cancer augmente avec le nombre de v#ak®ol consommeés par jour ainsi
gu’'avec le nombre de cigarettes fumées quotidieeneet avec la durée du tabagisme [4]
[46,47].

Dans le cas des cancers de 'oropharynx HPV déménckes facteurs de risque ne sont
pas retrouves de facon systématique : les consaomeal’alcool et de tabac ne sont pas
associées a une augmentation du risque de canterajgharynx HPV positif excepté en
cas de consommation tabagique supérieure a 2 pagaetjour [39]. Dans I'étude de
Gillison et al, les consommateurs réguliers de tabac et d’alonblun risque augmenté
(OR = 4,8) de cancer non HPV dépendant tandis guesgue n’est pas augmenté pour les
cancers O.R.L. dépendants de 'HPV (OR = 0,67).

Il 'y aurait ainsi deux voies différentes de cargéoese : une voie liée a linstabilité
génomique créée par I'HPV, une autre voie liéeeftets carcinogénes propres du tabac et
de l'alcool [20].
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Figure 7 : Relation dose-réponse pour le tabac, I'a Icool et les partenaires sexuels oraux
exprimés en odd-ratios chez les patients atteints d 'un cancer de la téte et du cou HPV-16
positif (haut) et HPV-16 négatif (bas) : alcool et tabac n’influencent pas les cancers HPV positifs,
contrairement aux cancers négatifs pour I'HPV, les pratiques sexuelles orales augmentent le risque
de cancer HPV positif. (Les barres d’erreur indiquent les intervalles de confiance a 95%). Extrait de
Gillison [39].

Mais selon les études, des interactions entre HPélbac ou HPV et alcool dans les
cancers de I'oropharynx peuvent étre retrouvéesgpei Smithet al., dans une étude cas-
témoins, montrent que le risque de cancer de llmpomx est augmenté chez les
consommateurs réguliers d'alcool et de tabac pppam aux patients non éthylo-
tabagiques aussi bien pour les patients séromogitifir I'HPV (OR = 7,7) que pour les
patients séronégatifs (OR = 8,4) [84].

Ainsi, les cancers de I'oropharynx HPV dépendaaotd sne classe distincte au sein de
I'ensemble des cancers de I'oropharynx : ils somstcdérés comme des cancers du patient
non éthylo-tabagique, néanmoins, une consommatewg&e d’alcool et de tabac reste un

facteur de risque supplémentaire.
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> Comportement sexuel

L’hypothése la plus probable du mode de contanungtiar le papillomavirus humain
au niveau oral est la transmission sexuelle.

Ainsi, le risque de cancer de l'oropharynx HPV démnt augmente avec certaines
tendances sexuelles : le risque augmente notanmadeate nombre de partenaires sexuels,
avec le nombre de partenaires oro-génitaux, avecéeocité du premier rapport sexuel,
chez les personnes engagées dans des relationsréémep et lorsque l'utilisation des
préservatifs n’est pas réguliere [20,49].

Ce facteur de risque est donc étroitement lié adentl® contamination.

2242 Age

Les patients atteints de cancers de I'oropharyn¥ kBsitifs sont en général plus
jeunes que ceux atteints de cancers HPV négatédte @endance est observée dans la
plupart des études cas-témoins réalisées : 5468 ans dans I'étude de Gillison [39]
pour les patients atteints d’'un carcinome de I'beognx HPV positif et HPV négatif
respectivement, 61 ans 64 ans dans I'étude de Chaturvedi [16].

Cette caractéristique est liée aux facteurs deueisd’'imprégnation éthylo-tabagique
diminue au cours des derniéres décennies et a wommpact moindre chez les patients
plus jeunes tandis que les maeurs sexuelles évaldestpatients plus jeunes ont des
comportements sexuels plus a risque [83]. L'évotutile ces facteurs de risque peut en
partie expliquer le fait que le cancer de l'oropimxr HPV positif est une pathologie du

sujet jeune.

2.2.4.3  Caractéristiques des tumeurs
Une méta-analyse réalisée en 2010 par Dayyaninfighlen évidence des particularités
pour les tumeurs HPV positives :

- Les cancers positifs pour 'HPV sont en générabuiistiqués a un stade
plus avancé: 73% des cancers HPV+ sont classésuT34 selon la
classification TNM contre 57% des cancers HPV-.

- lls sont plus fréquemment associés a la présenagédobpathies (67%
contre 54%).

- Les tumeurs HPV positives sont associées a I'ezmegle la protéine p16
[2] (protéine surexprimée suite a l'inactivation g&b par la protéine
oncogene E7, pl16 est le reflet d’'une infectionvagtiar un HPV).

- Elles présentent moins de mutations de la proféide
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2.2.4.4  Réponse au traitement et survie
Les cancers de I'oropharynx HPV positifs semblerdgiraune meilleure réponse au
traitement que les cancers HPV négatifs aussi loisnde I'utilisation de la chirurgie ou
lors de l'utilisation de chimiothérapie d’'inducti¢®3], de radio-chimiothérapie [92] ou de
radiothérapie seule [62]. Fakhey al. étudient la réponse au traitement chez 96 patient
atteints d’un cancer de I'oropharynx : les patigt/ positifs ont un taux de réponse plus
élevé que les patients HPV négatifs apres chimiaghé d’'induction (82%vs 55%) et

apres radio-chimiothérapie (849657%).

Ang et al proposent méme de classer les risques de désgsatients en prenant en
compte leur statut HPV, leur consommation tabagiguke statut TNM de la tumeur et
ainsi de mettre en place des traitements moinssifsvaour les patients ayant un risque
faible de déces. Les patients HPV positifs ontauxtde survie a 5 ans plus élevé que les
patients HPV négatifs.

266 Patients with oropharyngeal cancer, known tumor
HPY status, and known number of pack-years of smoking

'

178 Had HPV- 88 Had HPV-
positive tumors negative tumors
88 Had =10 90 Had =10 23 Had =10 85 Had =10
pack-years pack-years pack-years pack-years
J
26 Had 64 Had 15 Had & Had
MNO-MNZa N2b-M3 T2-T3 T4
cancer cancer turnars tumors
r N T

114 of 266 (42.9%) were 79 of 266 (29.7%) were 73 of 266 (27.4%) were
at low risk at intermediate risk at high risk

Figure 8: Classification du risque de décés chez d es patients atteints d’'un cancer de
I'oropharynx en fonction du statut HPV de la tumeur , de la consommation tabagique et du
stade TNM. Les patients HPV positifs non fumeurs ont le risque de déces le plus faible. Extrait de
Ang [2].
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Figure 9 : Taux de survie estimé a 5 ans en fonctio  n de la classification par risque de déces.
Le taux de survie a 3 ans est de 93% pour le groupe a faible risque, 71% pour le groupe a risque
intermédiaire et 46% pour le groupe a risque élevé de déceés. Extrait de Ang [2].

2.2.5 Vaccination

En France, deux vaccins anti-HPV existent et secbmmandés pour la prévention du
cancer du col de 'utérus chez les jeunes fillele8gle 14 ans et en rattrapage jusqu’a 23
ans : Gardasil® (anti-HPV 6, 11, 16 et 18) et Cax& (anti HPV 16 et 18).

Ces 2 vaccins sont constitués de protéines de deipe majeure de capside L1
assemblées sous forme de pseudo-particules v{Mlés: virus like particles) et capables
d’induire la production d’anticorps neutralisantstpcteurs.

Aux Etats-Unis, la FDA a élargi les recommandatiahs Gardasil® aux jeunes
hommes de 9 a 26 ans en prévention des verrueslgéret a 'ensemble de la population
agée de 9 a 26 ans pour la prévention des canedagéigion anale.

Certaines études médico-économiques suggerentaquectination des hommes n’est

pas nécessaire si le taux de couverture vaccitgahiu moins 80% chez les femmes [9].

La mise en évidence du rdle des HPV dans les carmid’oropharynx souléve la
problématique de la vaccination de I'ensemble dedpulation. Actuellement, aucune

étude concernant l'efficacité de la vaccination dldé&s cancers de l'oropharynx HPV

dépendants n’a été publiée.
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2.2.6 HPV et cancer O.R.L. : en résumé

Au sein des cancers O.R.L., les cancers HPV dépgmdant une entité a part entiéere :
- lls sont localisés préférentiellement au nivead’@®pharynx (amygdales
et base de la langue).
- Leurincidence est en augmentation constante.
- lls sont de meilleur pronostic.
Par opposition aux patients atteints de cancersHi®v induits, les patients ayant un
cancer de I'oropharynx HPV dépendant sont :
- Plusjeunes
- Non éthylo-tabagiques
- Ont des conduites sexuelles associées a une cowiéoni oro-génitale par
'HPV.
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3 Outils diagnostiques moléculaires

Les papillomavirus humains sont des virus non \aitties, ainsi, le diagnostic des

infections a HPV repose sur les techniques de gi@lmoléculaire.

Certaines techniques permettent la simple détead®n’ADN des HPV, d’autres
permettent de génotyper le papillomavirus respdasde l'infection, d’autres encore
permettent de quantifier TADN des papillomavirus lthut risque ou de mettre en évidence
les ARNm des protéines oncogéenes du virus. Noossdiétailler ci-dessous les principes

et les intéréts de chacune de ces techniques.

3.1 Détection de 'ADN des papillomavirus humains
Il existe de nombreuses techniques de détectioPA@N des HPV dans des frottis
cervico-vaginaux ou dans des biopsies tissulages,tests sont basés sur la détection de
'ADN viral au moyen d'un ensemble de sondes spaifs soit par des techniques

d’hybridation en phase liquide soit par des techesyde PCR.

3.1.1 Le test Hybrid Capture 2® (Qiagen/Digene)

Le test Hybrid Capture 2 repose sur une technidogbddation en phase liquide ; il
s’agit du plus ancien test validé par la FDA.

Ce test ne nécessite pas I'extraction de TADNIHEY.

Il est basé sur la formation d’hybrides ARN/ADN tags en microplague avec
amplification de signal par chimio-luminescence npettant une détection semi-
quantitative de I'ADN d’'HPV dans les prélevementrvicaux. Il permet la mise en
évidence de 13 types d’'HPV de haut risque. Un auaresl de sondes est disponible pour

mettre en évidence des infections par HPV de lsgsiei
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1. Hy':ridolion de la sonde ARN avec I'ADN cible. 2. Capture des hybri:les. Les hybridas ADN/ARN 3. Amplificalion de signaL les hybridas ADN/ARN
L'ADN cible s'hybride avec les sondes ARN sont capturés sur une phase solide format microplaque capturés sont defectés par une multitude d'anticorps
complémentaires spécifiques pour former des recouverte d'anticorps spécifiques anti hybrides couplés & la phosphatase alcaline. Le signal obtenu
hyl:rides ADN/ARN. ADN/ARN. peut éfre ornp|ifié au moins 3000 fois. La lecture

et I'interprétation sont faites aprés la réaction de
chimiluminescence.

Figure 10 : Principales étapes du test Hybrid Captu  re 2®
http://www.qiagen.com/hpv/hc2technology
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Ce test est rapide et applicable a de grandess@as il ne permet pas d’identifier les
différents génotypes, un résultat positif témoigloeic de la présence d’'un ou plusieurs
HPV de haut risque (jusqu’a 13) sans distinctiai, 93]

3.1.2 Amplicor HPV Test ® (Roche Diagnostics)

Il s’agit d'une technique de PCR classique avecaiaesrces consensus PGMY09/11
ciblant la région virale L1. Il s’agit de la premeétrousse HPV commercialisée en Europe
en 2004 basée sur une technique de PCR. Elle ddextmémes 13 génotypes a haut
risque que le test Hybrid Capture 2 et possédeoutrd@e interne, le gene cellulaire de la
B-globine, qui est amplifié par les mémes amorces.

Ce test se déroule en 4 étapes : extraction deN'Addnplification des séquences cibles
par des amorces biotinylées formant des ampliflatd65 pb, dénaturation et hybridation
des amplicons formés avec des sondes spécifiguesnguoplaques puis révélation
colorimétrique. La présence du contréle internengtrde valider 'ensemble de ces étapes
pour chaque échantillon.

La sensibilité et la spécificité évaluées par lerifaant sont respectivement de 93% et
95%.

Cette technique donne des résultats qualitatifquament et ne permet pas de mettre
en évidence des infections multiples a HPV.

Des études comparatives montrent une concordarsceédaltats entre le test Hybrid
Capture® et le test Amplicor® avec une sensibiitgmentée pour le test Amplicor®
(sensibilité analytique a 500 copies/mL contre 5@0@ies/mL pour Hybrid Capture®)
[77].

Ces 2 techniques de détection de 'ADN des HPV s@st utilisées pour le dépistage

des infections génitales a papillomavirus humaiepéhdant, elles ne permettent pas

d’identifier les génotypes mis en cause.
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3.2 Génotypage des papillomavirus humains

Le principal avantage du génotypage est qu’il pembeedifférencier les infections par
les papillomavirus de bas risque des infectiondparpapillomavirus de haut risque.

Dans les cancers du col de 'utérus, au sein dasdtPhaut risque, certains génotypes
sont reconnus comme ayant un pouvoir oncogéniquEerswr et notamment le
papillomavirus de type 16, ce qui démontre I'impade du génotypage des infections a
HPV [15].

De plus, le génotypage permet de mettre en évidesdafections multiples.

Il est également essentiel dans les études épitgitues des infections a

papillomavirus humains.

3.2.1 PCR et révélation par hybridation inverse

De nombreux kits de génotypage sont commercialis&sr principe repose sur une
amplification de 'ADN des HPV préalablement extraar PCR suivi d’'une étape de
révélation des amplicons.

La majorité des techniques de PCR utilisées podétaction des HPV font appel a des
amorces consensus dirigées contre une région hanoteronservée du gend, région
relativement éloignée de E2 qui est la zone deucas cas d’intégration du génome viral
au sein du génome de la cellule héte. 3 couples\afees sont couramment utilisées :
PGMY09/11, GP5+/6+ et SPF10 [32].

Les deux tests commerciaux les plus utilisés sertest Linear Array Genotyping
Test® (Roche Diagnostics) et le test INNO-LIPA HB¥notyping Extra® (Innogenetics).

Linear Array® est un test qualitatif qui permetdé&ntifier 37 génotypes d’'HPV : 15
HPV de haut risque, 3 HPV potentiellement a hague et 19 HPV de bas risque.

Ce test consiste en une amplification de I'ADN paBkement extrait par PCR avec les
amorces consensus biotinylées PGMY09/11. Cette P&Riet I'obtention d’amplicons
biotinylés de 450 pb qui vont ensuite étre dénatyvais hybridés avec des sondes
spécifiques de types immobilisées sur bandeleties.hybridats formés vont étre révélés
par ajout de streptavidine couplée a une peroxydisstreptavidine se lie aux amplicons
biotinylés hybridés et I'ajout du substrat de laoggdase entraine la formation d’un
précipité bleu sous forme de bande. Par comparaisianbandelette de référence, il est

ainsi possible d’identifier le ou les génotypes HBit¥sents.
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Le test INNO-LIPA® est basé sur le méme princif@&DN extrait est amplifié par
PCR avec des amorces consensus SPF10 biotinydéeamniplicons de 65 pb obtenus sont
révélés sur bandelettes. Les génotypes identifies determinés par comparaison avec la
bandelette de référence. Ce test détecte 28 g@awhPV : 18 HPV de haut risque, 7 HPV

de bas risque et 3 HPV non classés (cf « matériaBéhodes »).

Dans chacun des 2 tests, il existe un controle AlDMain : la-globine pour Linear
Array® et HLA-DBP1 pour INNO-LIPA®. Ces controleshdent les étapes d’extraction,

d’amplification et d’hybridation-révélation pour atpue échantillon teste.

Les études comparatives ne montrent pas de différsignificative entre ces deux
tests en terme de sensibilité et spécificité [35].

3.2.2 PCR et puces a ADN

Au cours des dernieres années, la technologie utmss@ ADN a été développée pour
le génotypage des infections a HPV.

Le kit PapilloCheck® (Greiner Bio One) permet laetdion et le génotypage de 24
papillomavirus : 17 HR-HPV et 7 LR-HPV. Le principle ce test repose sur une PCR
avec des amorces consensus ciblant une zone dpb386 la région E1 du virus; cette
PCR est suivie par une hybridation des amplicortems avec des sondes spécifiques
immobilisées sur des puces : chaque type d’HPVdéstcté par une sonde spécifique
présente en 5 exemplaires sur chaque puce. L'AD® &st ensuite marqué par une
molécule fluorescente qui est excitée a une longdende donnée.

Un témoin interne est inclus pour éviter les faégatifs : il cible un gene de ménage
ADAT1 qui est amplifié et marqué avec un fluorophore gigge puis hybridé avec des

sondes spécifiques sur la puce a ADN.

Un autre kit de puce a ADN : Clart® HPV2 (Genomiea) commercialisé : il permet
la détection et le génotypage de 35 HPV : 18 HR-H#PX7 LR-HPV. Il consiste en une
PCR d'un fragment de 450 pb de la région L1 dusvisuivie d’une hybridation des
produits amplifiés biotinylés avec des sondes $ipéeis présentes sur des puces situées au
fonds de tubes individualisés. Aprées ajout d’'unjegué streptavidine/peroxydase puis du

substrat, il se forme un précipité. Un lecteur mabtsé identifie les génotypes présents.
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Les avantages du génotypage avec puces a ADN ‘sorlyise de grandes séries
d’échantillons et une lecture facilitée par rap@ax tests utilisant les bandelettes. De plus
ces tests sont plus rapides a réaliser que lesgesbandelettes : 3 heures apres extraction
de ’ADN sont nécessaires pour obtenir les réesuléaec le test PapilloCheck® contre 8
heures avec le test INNO-LIPA®.

3.2.3 Technologie Luminex®

Il s’agit d’une technologie d’array en suspensiaMAP®, le principe repose sur
I'utilisation de microbilles de polystyrene coupé@ des sondes oligonucléotidiques
spécifiques : aprés amplification de 'ADN HPV avdes amorces fluorescentes, les
amplicons sont dénaturés puis hybridés sur desospberes colorées marquées avec des
fluorophores spécifiques de chaque génotype d’'HRXalyse est réalisée par cytométrie
de flux a deux lasers, un laser détecte le fluovophémoin de la présence d’'un amplicon

HPV, un autre laser détecte la couleur de la mptrése et donc le génotype HPV.

Un test de génotypage par la technologie Luminex® @mmercialisé : HPV
Genotyping LQ (Digene®), il permet la détectionleetgénotypage de 18 HPV de haut
risque. Il présente des sensibilités et spéciicétevées (94% et 96% respectivement)
[37,38]. Ce test est recommandé en complémentiuitdt Hybrid Capture 2 car il utilise
les produits de PCR obtenus avec ce Kkit, il esigirdl chez une femme présentant un
résultat positif au test Hybrid Capture 2® HR-HPV.
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3.3 Quantification de 'ADN HPV

La présence d’ADN de papillomavirus humains darssfa#tis cervico-utérins ou dans
des biopsies ne suffit pas a associer HPV et cataeles infections transitoires a HPV
sont fréquentes, il est estimé que plus de 70%etesies sont & un moment donné de leur
vie infectées par un HPV qui sera éliminé par khdans la grande majorité des cas [78].

Les données concernant la signification de la a@hargale sont controversées :
certaines études suggerent que la charge virale Et\Me reflet de la persistance de
I'infection par le papillomavirus [65] et que ddsacges virales élevées sont associées a un
risque plus important d’évolution vers la carcinogge, d’autres études ne retrouvent pas
d’association, d’autres encore trouvent des chawjeses plus élevées a un stade peu
avancé du cancer [48,61]. L'évolution et la cinéicdes charges virales semblent plus
prédictives de la persistance et de I'évolutionl'ddection ou de sa clairance qu’une
mesure ponctuelle de la charge virale [24,65].

Ces études portent sur les infections du col deerius, peu d’informations sont
disponibles sur la pertinence de la mesure de dagehvirale HPV dans les cancers de

I'oropharynx.

Actuellement, aucun kit de PCR n’est commercialiss kits utilisés pour évaluer les
charges virales sont des kits « maison » de PCRemaps réel ou de RT-PCR spécifiques

de génotypes.

3.4 Dosage des ARNm E6/E7

Le rble des protéines oncogénes E6 et E7 est mlaite démontré dans la
carcinogenese induite par les papillomavirus esaitintégration du génome viral au sein
du génome de la cellule héte, les protéines E&etdat surexprimées, cette surexpression
est nécessaire pour la transformation maligne dasets HPV dépendants. La détection
des ARN messagers E6/E7 permettrait de distinge®ririfections transitoires (faible
expression des ARNm) des infections évoluant veespathologie cancéreuse (expression

forte). Les ARNm sont le reflet d’'une infectionigeta papillomavirus humain oncogéne.
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3.4.1 NucliSENS Easy Q® HPV (Biomérieux)

NucliSENS Easy Q® HPV, anciennement commercial@mésde nom PreTect HPV
Proofer® par Norchip, permet la détection quakwtides ARNm EG6/E7 de 5
papillomavirus de haut risque séparément : HPV 185,31, 33 et 45. Ce kit utilise la
technologie NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 4gdant le principe repose sur une
amplification isotherme utilisant I'action simults de trois enzymes (transcriptase
inverse, ARN polymérase et RNase) : apres extract®ol’ARN, les ARNm sont amplifiés
par la technique NASBA et détectés en temps ré@tega des sondes fluorescentes
spécifiques de type Beacon. Un contrble internéactb’ARN humain U1A valide la
technique. Ce test permet a la fois le génotypage5dHR-HPV les plus fréquents et la

recherche des ARNm correspondants.

3.4.2 Aptima® HPV Assay (GenProbe)
Le test Aptima® HPV Assay permet la détection dé&\f de 14 HPV a haut risque

oncogene sans les génotyper.
Ce test basé sur la technique d'amplification TMArafscription Mediated
Amplification) se déroule en 3 étapes aprés extrace I'ARN :
— Capture des ARNm en utilisant des oligomeres sige$ de la cible liés a
des microparticules magnétiques
— Amplification des ARNm par TMA utilisant deux enzgs (transcriptase
inverse et ARN polymérase)
— Détection des amplicons par la technique HPA (Hibation Protection
Assay) qui utilise une sonde ADN spécifique marqaéec un détecteur
moléculaire émettant un signal chimioluminescdigster d’acridinium.

Un contrdle interne permet de valider chaque étigpla technique.

L’avantage de ces deux techniques est que tousestées sont réalisées dans un
méme tube ce qui limite le risque de contamination.

Le test Nuclisens EasyQ® présente une meilleureifspt® que le test Aptima® mais
une moins bonne sensibilité, ceci peut étre explipgr le panel de papillomavirus détectés

qui est plus restreint pour le test Nuclisens E&YID].

42



L’expression des oncoprotéines virales E6 et Efeirde processus de cancer en
affectant le contréle du cycle cellulaire. La détat des ARNm E6/E7, attestant d’une
activité transcriptionnelle de ces oncogénes, esharqueur pertinent d’évolution vers des
lésions précancéreuses et vers le cancer ; cesamstionc leur place dans le diagnostic

des infections a HPV.

3.5 Application aux cancers du col de I'utérus

En France, le dépistage du cancer du col de I'stést une démarche de prévention
secondaire. Les recommandations actuelles repeget frottis cervico-utérin (FCU) : le
rythme de réalisation est triennal apres 2 FCU aora 1 an d’'intervalle chez les femmes
ageées de 25 ans a 65 ans ayant une activité sexlellgénotypage HPV est indiqué en
seconde intention en cas de frottis ASCUS c'esté-dn cas d'atypie des cellules
malpighiennes de signification indéterminée selan classification Bethesda et en
surveillance apres traitement d'une lésion de geade [97].

La place du test HPV en tant que dépistage prinestactuellement étudiée [74,94] :
le test HPV présente une meilleure sensibilité guéest cytologique mais une moins
bonne spécificité. Son efficacité pour la détecties Iésions précancéreuses est démontrée
en utilisation seule chez les femmes de plus darBmais pas chez les femmes plus

jeunes compte tenu de la fréquence d’infectionssttaires dans cette population [59].

3.6 Application aux cancers de I'oropharynx

Les techniques de détection et de typage des HRW actuellement en plein
développement. La place de ces techniques dastrédségies diagnostiques des cancers de
'oropharynx reste a définir: il est nécessaire rdaliser des études supplémentaires
notamment pour définir la prévalence de l'infectianHPV au niveau oral dans la
population saine, pour définir le type de préleven@eanalyser (brossage oral, biopsie) et
les techniques a mettre en place : génotypageigentifier les papillomavirus présents ou
recherche des ARNm pour mettre en évidence unetiofeactive.

De plus, la plupart des tests développés sontugdiginiguement dans le dépistage des

cancers du col de l'utérus.
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Détection par un mélange de

Type de test sondes Génotypage ARNmM E6/E7
, , Linear Array INNO-LIiPA HPV NucliSENS .
Nom CaH%/ubrreld2® Amq_lg:;r@H PV Genotyping Genotyping PapilloCheck® | Clart® HPV2 Genotyping Easy Q® Apt'?:g HPV
P Test® Extra® LQ® HPV y
Fabrican t Digene . Roche_ . Roche_ Innogenetics Greiner Bio Genomica Digene Biomérieux Gen Probe
Diagnostics Diagnostics One
PCR avec PCR avec PCR avec
Amplification - amorces amorces amorces PCR PCR PCR NASBA TMA
PGMY09/11 PGMY09/11 SPF10
o en phase sur inverse sur inverse sur sur lame de sur fond de sur
o o . . . .
T | Hybridation liquide avec microplaque bandelettes bandelettes plastique tube microbilles
£ sondes ARN de
E polystyréne
o Sondes HPA sondes
o Chimio- o o o o fluorescentes o
Détection lumi Colorimétrique | Colorimétrique | Colorimétrique | Fluorescence | Colorimétrique | Fluorescence chimio-
uminescence de type )
luminescentes
Beacon
Région cible G:rr:t?gr]e L1 L1 L1 E1 L1 L1 E6/E7 E6/E7
13 HPV de 13 HPV de 15 HPV de 18 HPV de 17 HPV de 18 HPV de 18 HPV de 5 HPV de 14 HPV de
haut risque haut risque haut risque haut risque haut risque haut risque haut risque haut risque haut risque
16, 18, 31, 33, 16, 18, 31, 33, 35, | 16, 18, 31, 33, 35, | 16, 18, 26, 31, 33, | 16, 18, 31, 33, 35, | 16, 18, 26, 31, 33, | 16, 18, 26, 31, 16, 18, 31, 33, 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 39, 45,51, 52, 56, | 39, 45, 51, 52, 56, | 35, 39, 45, 51-53, | 39, 45,51, 52, 53, | 35, 39, 45, 51-53, | 33, 35, 39, 45, 45 35, 39, 45, 51,
52,56,58,59 et | 58,59 et 68 58,59, 68, 73et | 56, 58, 59, 66, 68, | 56, 58, 59, 66, 68, | 56, 58, 59, 66, 68, | 51-53, 56, 58, 52, 56, 58, 59,
68 82 73 et 82 73 et 82 73,82 59, 66, 68, 73, 66, 68

HPV détectés

ou 5 HPV de

bas risque
6, 11, 42-44

3 HPV a haut
risque
potentiel

26, 53 et 66

19 HPV de

bas risque

6, 11, 40, 42, 54,
55, 61, 62, 64, 67,
69-72, 81, 83, 84,
IS39 et 89

7 HPV de bas
risque
6, 11, 40, 43, 44,
54 et 70

3 HPV non

classés
69, 71 et 74

7 HPV de bas
risque

6, 11, 40, 42-44,
70

17 HPV de

bas risque

6, 11, 40, 42, 43,
44, 54,61, 62, 70-
72, 81, 83-85, 89

82

Tableau Il : Principales caractéristiques des tests

HPV commercialisés.
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4 Sérologie HPV

Le réle de I'immunité dans la clairance des HPVmat défini. Contrairement a ce qui
est observé avec d’autres virus, la présence d@ps anti-HPV ne protégerait pas contre

les réinfections [91].

Lors d’'une infection naturelle par un papillomasitaumain :
- Les anticorps anti-HPV apparaissent en 6 a 12 mitigpeuvent donc étre
détectés apres la clairance du virus.
- lls sont présents a des taux faibles du fait deskace de virémie au cours
de l'infection.
- lls sont détectés chez seulement 50% des persanfextées environ
[12,18].

De nombreuses techniques sérologiques ont été apéels pour la recherche
d’anticorps dirigés contre les papillomavirus humsa{ELISA ou RIA). Ces techniques
ciblent majoritairement deux types d’anticorpss Bnticorps dirigés contre la protéine
majeure de capside L1 (anticorps anti-VLP) et leicarps dirigés contre les protéines
précoces E6 et E7.

Les anticorps anti-capside sont les marqueurs dskpns cumulées aux HPV tandis
que les anticorps dirigés contre les protéines gémes sont les marqueurs des cancers

associés a I'HPV.

L’apport de la recherche des anticorps anti-capdaies le diagnostic des infections a
HPV reste limité, mais ils pourraient avoir un néeen tant que marqueur d’une infection
passée ou pour refléter des expositions cumuléegpapillomavirus. La séroconversion
HPV survient plus fréquemment lorsqu’une infectiest persistante par rapport a une
infection transitoire ; elle est également assoaiées charges virales élevées [52].
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Peu d’études comparent les sérologies recherclentamticorps anti-capside par
rapport aux anticorps dirigés contre les protémasogenes E6/E7. Une étude réalisée en
2006 [82] porte sur les cancers de I'oropharyre prévalence des anticorps anti-VLP est
de 56% chez les patients atteints d’'un cancer degharynx contre 40% dans la
population témoin indemne de pathologie cancérelasprévalence des anticorps anti-
E6/E7 est de 65% contre 1% respectivement.

Une seconde étude réalisée pour I'lARC (InternaiioAgency for Research on
Cancer) retrouve une prévalence plus faible [3é&$:anticorps anti-capside sont présents
chez 13% des patients atteints d’'un cancer dedlmoynx contre 6% des patients sains ;
les anticorps E6/E7 sont présents chez 12% desnpatatteints d’'un cancer contre 0,1%
des patients sains.

Malgré des prévalences relativement basses etblesiad’'une étude a l'autre, la
sérologie E6/E7 est un meilleur marqueur de caguerla sérologie ciblant les protéines

de capside.

Les sérologies HPV ont des sensibilités et spdé@ficrelativement faibles, mais
contrairement a la détection de 'ADN HPV, la ségi permet de mettre en évidence les
infections au niveau de plusieurs sites anatomigieson au niveau de I'échantillon

prélevé uniguement.

Actuellement, aucune technique sérologique de tiétedes anticorps anti-capside ou
anti-E6/E7 n’est commercialisée.

46



Objectifs de I'étude

a7



Les papillomavirus humains oncogénes, principaléidPV de type 16, sont associés a
certains cancers O.R.L. et notamment aux cancdterdpharynx.

La fréquence exacte de cette association est nmalueoet la répartition du génome viral
dans les tissus sains et tumoraux chez des pati#ieiats de ces cancers a rarement été

étudiée.

Nous avons réalisé une étude rétrospective chgzaBénts atteints d’un cancer localisé
spécifiguement au niveau de I'oropharynx : baskd@ngue et amygdales en particulier.
Les objectifs de cette étude sont :
- Définir la proportion des infections a HPV.
- Comparer la fréquence de détection par PCR de 2&geges HPV dans les
tissus sains et tumoraux de ces patients.

- Etudier la distribution des génotypes HPV dansceesers.
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Matériel et méthodes
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1 Patients et prélévements

Cette étude rétrospective porte sur 62 patientpitatisés dans le service d’oto-rhino-
laryngologie (O.R.L.) du poéle Téte et Cou et ChurarRéparatrice du CHU de Grenoble,
entre 2003 et 2007, pour prise en charge d’'un cadedoropharynx (cancers de la base
de la langue et de 'amygdale principalement). tigie d’inclusion des patients dans cette
étude était la localisation oropharyngée de la tume

Pour chaque patient, une biopsie du tissu tumanahe biopsie du tissu sain (c’est-a-dire
situé a au moins 3 cm de la tumeur) ont été préevwees biopsies ont ensuite été stockées

directement a -80°C au Centre de Ressources Biplegidu CHU de Grenoble.

Les biopsies ont été contrblées morphologiquemengéisacoloration Giemsa pour s’assurer

du caractére sain ou tumoral des 124 prélevements.

Des données épidémiologiques (sexe, age, consoamrédtiylo-tabagique, stade TNM de
la tumeur) sont disponibles pour la majorité ddsepts inclus dans I'étude.

La consommation tabagique est exprimée en paquoetea(PA): un paquet-année
correspond a la consommation d’'un paquet de viggrettes par jour pendant un an.

La consommation alcooligue est exprimée en gramm@dcool pur consommé

guotidiennement, sachant que 10 grammes d’alcaat@uespondent a une unité d’alcool.

Une population de 19 patients « sains », c'este&aiddemnes de pathologie cancéreuse,
opérés pour amygdalite chronique ou phlegmon anliggda également été incluse

comme population témaoin.
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2 Méthodes

2.1 Extraction ADN et ARN des tissus

Les coupes des tissus sains et tumoraux congetégéalisées au cryostat (20 a 30
copeaux de 10um selon la taille initiale de la bieppuis mises en présence de tampon
RLT/B-mercaptoéthanol dont le réle est de faciliterylsel des membranes cellulaires et
d’inhiber les RNases. Les biopsies sont ensuitgda® mécaniquement.

Les extractions ADN et ARN sont réalisées a pattirbroyat avec le kit AllPrep
DNA/RNA Mini Kit® (Qiagen®, Courtaboeuf, France)lsa les recommandations du
fournisseur. Les ADN sont élués dans un volume filea50ul, les ARN dans un volume
final de 60ul.

Les concentrations et puretés des ADN et ARN dstrant été mesurées au
spectrophotométre NanoDrop (ThermoScientific®, Vifilgton, Etats-Unis).

La qualité des ARN extraits a été contrélée suoraate Bioanalyseur 2100 Agilent
(Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-Unis) ppaeil de microélectrophorese

capillaire sur puce permettant de déterminer Igrté des ARN.

Au total, 143 échantillons ont été extraits en ABIMRN :
— 62 tissus tumoraux (TT) des patients atteints damcer de I'oropharynx
— 62 tissus sains (TS) correspondants aux mémesfsadteints d’'un cancer
de I'oropharynx

— 19 tissus amygdaliens de la population témoin inderde pathologie

cancéreuse.

2.2 Génotypage HPV : technique INNO-LIPA HPV GenotypingExtra®

Nous avons réalisé une recherche et un génotypagedHBV dans les biopsies des
tissus sains et des tissus tumoraux des 62 paiiecitss dans notre étude et dans les

biopsies amygdaliennes des 19 patients témoins.
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La technique utilisée est la technique INNO-LIPA \HPGenotyping Extra®
(Innogenetics®, Gent, Belgique). Cette techniqumse sur une amplification par PCR du
génome des HPV suivie d’'une révélation par hybietatnverse de type LiPA (linear
probe array). Elle permet, a partir d’1 pg d’ADNrex, d’identifier 28 génotypes d’'HPV :

- 18 HPV de haut risque : HPV 16, 18, 26, 31, 33,385,45, 51, 52, 53,

56, 58, 59, 66, 68, 73 et 82
- 7 HPV de bas risque : HPV 6, 11, 40, 43, 44, 5/et
- 3 HPV non classés : HPV 69, &t74.

Le test a été réalisé selon les recommandatiofistdicant : un fragment de 65 pb situé au
sein de la région L1 du génome HPV est amplifié¢ P@R en utilisant les amorces
consensus SRgbiotinylées [45], les amplicons obtenus sont dénéat puis hybridés avec
des sondes marquées spécifigues de type immobkiliste des bandelettes de
nitrocellulose.

Apres incubation avec le conjugué streptavidinesphatase alcaline, les bandelettes sont
révélées par ajout du chromogéne BCIP/NBT qui foumeorécipité violet sous forme de
bande s'il y a eu hybridation préalable des sondes bandes apparues sont lues
manuellement et permettent d’identifier le génotyheV présent dans la biopsie par
comparaison avec la bandelette de référence.

— — ket

— M Canjugate control
hDMA contral
HPF¥ contral 1
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= @ @ i G e

[ CIE)
Figure 11 : Représentation de bandelettes INNO-LIPA . (1) : infection par HPV-16 (une bande en
position 3) ; (2) : co-infection HPV-16 et 35 (une bande en position 3 (HPV-16) et une en position
11 (HPV-35)) ; (3) : bandelette de référence.
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Un géne humaiiklLA DPB1lest également amplifié par des amorces spécifiguesrmet
de valider la technique (extraction, amplificatetrréveélation).

Un témoin positif (HPV-6) et un témoin négatif (goassés en parallele avec les
échantillons testés valident chaque série.

Seuls les échantillons positifs soit pour 'HPVtgmbur le genddLA DPB1ont été inclus

dans lI'analyse.

2.3 Analyses statistiques

La fréquence des infections a HPV et la distributdes génotypes ont été étudiées en
fonction du sexe, de I'age, de la consommationléttabagique et du stade TNM de la

tumeur.

Les analyses statistiques ont été réalisées avegitgel Statview en utilisant des tests non

paramétriques : le test du €bu le test de probabilité exacte de Fisher quatessaire.
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Résultats
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Sur les 62 patients atteints d’'un cancer de I'oapphx inclus dans I'étude, ni I'ADN
cellulaire du généiLA DBP1ni I'ADN HPV du tissu tumoral d’'un patient n’onupétre
amplifiés, les résultats de tissu sain et de tigswral de ce patient ont donc été exclus de
I'étude.

Parmi la population témoin, 2 patients sont explugr la méme raison.

L’étude compte donc 61 patients atteints de cardeif®ropharynx et 17 patients témoins.

1 Caractéristiques des patients

1.1 Patients atteints d’'un cancer de I'oropharynx

1.1.1 Age et sex-ratio

La moyenne d’age des patients atteints d’'un cadeefd’oropharynx au moment du
prélevement est de 57 ans, les ages s’étalant de/8&ans.

Les patients sont majoritairement des hommes :0bbntes et 6 femmes soit un sex ratio
H/F a 9/1.

1.1.2 Consommation éthylo-tabagique

Les informations sur la consommation éthylo-tabagigont disponibles pour 58 patients :
- 100% des patients sont ou ont été fumeurs : 42fsomturs actifs (72%),
16 patients sont sevrés au moment de I'étude (28%).
- 81% des patients sont ou ont été alcooliques :a8@rmis sont alcooliques
chroniques (67%), 8 patients sont alcooliques se{dré%).
La consommation tabagique moyenne est de 42 PA (BA (données disponibles pour
41 patients).
La consommation alcoolique moyenne est de 173 gesndialcool pur (60-240Q)

(données disponibles pour 30 patients).
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1.1.3 Localisation de la tumeur et stade TNM

L’ensemble des patients inclus dans I'étude présg¢rmies cancers localisés au niveau de
I'oropharynx :

- 34% amygdales

- 33% base de la langue

- 12% oropharynx

- 21% autres localisations (vallécule, voile du palaicommissure

intermaxillaire).

Le stade TNM des tumeurs repose sur la taille deirf@eur (T), la présence éventuelle
d’adénopathies (N) et la présence de métastased @d)données TNM, disponibles pour

60 patients, sont représentées ci-dessous. Audiempae présente de métastases.

Taille de la tumeur Pourcentages de la population
Tl(<2cm) 8%
T2(2a4cm) 42%
T3 (= 4 cm limitée a I'oropharynx) 28%
T4 (non limitée a I'oropharynx) 22%

Tableau 1l ; Distribution de la population en fonc  tion de la taille de la tumeur

Adénopathies Pourcentages de la population
NO (absence d’adénopathie) 63%
N1 (adénopathie homolatérale unique < 3 cm) 13%
N2a (adénopathie homolatérale unique 3 a 6 cm) 7%
N2b (adénopathies homolatérales multiples < 6 cm) 12%
N2c (adénopathies controlatérales ou bilatérales < 6 cm) 3%
N3 (adénopathie = 6 cm) 2%

Tableau IV : Distribution de la population en fonct ion de la présence et de la taille des
adénopathies

1.2 Population témoin
Les patients inclus dans la population témoin swémnes de pathologie cancéreuse, ils
ont subi une amygdalectomie pour cause de phleganoygdalien ou pour amygdalite
chronique.
Le sex ratio H/F de cette population est de 2/lrlmoyenne d’age est de 27 ans, les ages

s’étalant de 14 a 53 ans.
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2 Fréquence des infections a HPV

2.1 Patients atteints d’'un cancer de I'oropharynx

48 patients (78,7%) sont positifs en HPV c’est#&-djue 'ADN d’au moins un HPV est
présent au niveau de I'oropharynx : soit uniquenanhiveau de la tumeur (22,9%), soit
uniquement dans le tissu sain (43,8%), soit daasdEux (33,3%). Seuls 13 patients
(21,3%) ne présentent pas de papillomavirus huenaimveau de I'oropharynx.

Nombre de patients Nombre de patients
HPV + (%) HPV — (%)
Tissu tumoral 27 (44,3) 34 (55,7)
Tissu sain 37 (60,7) 24 (39,3)
Tissus tumoraux et/ou sains 48 (78,7) 13 (21,3)

Tableau V : Fréquence des infections a HPV  dans les tissus tumoraux, les tissus sains et
lorsque les résultats dans les deux tissus sont cumulés.

L’ADN HPV est retrouvé dans les biopsies tumorales27 patients soit une fréquence
HPV dans les tumeurs de 44,3%.

37 tissus sains sont positifs en HPV soit une feége dans les tissus sains de 60,7%.

La fréquence de linfection a HPV est donc plus/ééedans les tissus sains que dans les

tissus tumoraux des patients atteints d’'un caned¢iobpharynx.

2.2 Population témoin

Au sein de la population témoin, 8 patients sorditge en HPV soit une fréquence de
I'infection de 47% dans cette population.
Un seul génotype est mis en évidence : le papilams oncogene de type 16.
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3 Comparaison des fréquences des infections a HPV aiveau des
amygdales

Sur les 61 patients inclus dans I'étude, 21 patiemt un cancer localisé au niveau des
amygdales. Nous avons comparé les fréquences destions HPV dans les tissus

tumoraux amygdaliens chez ces patients et chet7gsatients indemnes de pathologie

cancéreuse.
Nombre de patients atteints Nombre de patients indemnes
d’'un cancer de I'amygdale (%) de pathologie cancéreuse (%)
HPV + 7 (33%) 8 (47%)
HPV - 14 (67%) 9 (53%)

Tableau VI : Comparaison des fréquences HPV dans le s amygdales : parmi les patients ayant
des tumeurs localisées au niveau des amygdales et parmi la population témoin.

La fréquence des infections a HPV au niveau degdalgs est de 33% dans la population
atteinte d’'un cancer contre 47% dans la popula#garoin.

Le statut HPV au niveau des amygdales ne differe ga facon statistiquement

significative entre les patients ayant une tumeuygdalienne et les patients témoins

opérés pour amygdalite chronique (p = 0.60).

4 Association HPV-cancer

4.1 Odd-Ratio (OR)
Le but de notre étude est de déterminer si letdtiRY positif est un facteur de risque pour
le développement d’'un cancer de I'oropharynx.

Cancer de I'oropharynx
Oui (n =61) Non (n =17)
Détection ADN Oui 48 8
HPV positive Non 13 9

Tableau VII: Exposition a I'HPV parmi les patients atteints d’'un cancer et parmi la
population témoin.

Pour cela, nous avons calculé un odd-ratio en ptewamme population malade
I'ensemble des patients ayant un cancer de I'onypxan = 61) et comme population non
malade les témoins opérés pour amygdalite chroriguel7). Le critere d’exposition est
la détection de 'ADN HPV. L'odd ratio obtenu esé d,15 [1,34 — 12,88]. Ainsi,
I'exposition a I'HPV est un facteur de risque aljuement pertinent dans les cancers de

I'oropharynx.
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4.2 Sensibilité, spécificité

Les résultats de la détection de 'ADN HPV peuvétre comparés chez les patients
atteints d'un cancer de l'oropharynx et chez lediepts indemnes de pathologie

cancéreuse ; ainsi, nous pouvons estimer la sétsidila spécificité de notre test.

La sensibilité obtenue est de 78,7% ce qui sigmjtie la probabilité d’avoir un test de
détection de ’ADN HPV positif chez un patient &ited’'un cancer de I'oropharynx est de
78,7%.

La spécificité représente la probabilité que cedeg négatif chez un patient non malade.
La spécificité est estimée a 52,9%.
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5 Distribution des génotypes chez les patients attégd’'un cancer

3 génotypes HPV différents sont retrouvés parmédpatients positifs : HPV-16, HPV-
33 et HPV-52.

Ces 3 génotypes correspondent a des papillomadieubaut risque ayant un pouvoir
oncogene.

Le papillomavirus de type 16 est le génotype les ifdéquemment rencontré, il est présent
dans 83% des biopsies positives.

Le papillomavirus de type 33 est retrouvé dans 8@%biopsies positives et enfin I'HPV

52 est retrouvé chez 2 patients soit 3% des bispsisitives.
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Figure 12 : Exemples de génotypage HPV de tissu sai n (TS) et tissu tumoral (TT) chez 3
patients

Patient 1 : Infection par HPV-16 dans le tissu tumo  ral : tissu sain : négatif en HPV, présence de
la bande contréle ADN humain uniqguement ; tissu tumoral : présence d'une bande en position 3
correspondant au papillomavirus humain de type 16.

Patient 2 : Infection par HPV-33 dans le tissu tumo  ral et le tissu sain : présence de 3 bandes
en position 9, 10 et 18, cette combinaison de bandes correspond au génotype 33. Une co-infection
avec le génotype 52 et/ou avec le génotype 54 ne peut étre exclue car ces génotypes
correspondent a une positivité en 18 et en 9 respectivement.

Patient 3 : Co-infection 16-33 dans le tissu sain, infection par HPV-16 dans le tissu tumoral :
tissu sain : présence d'une bande en position 3 correspondant a HPV-16 et de 3 bandes (9, 10, 18)
correspond a HPV-33 +/- HPV 52 +/- HPV 54 ; tissu tumoral: une bande en position 3
correspondant a HPV-16.
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Une infection par 'HPV-33 est mise en évidencelf@msociation de 3 bandes : les bandes
9, 10 et 18 ; une infection par 'HPV-54 (LR-HP\A waduit par la présence d’'une bande
unique en position 9, une infection par 'HPV-52 p@me bande unique en position 18 ;
ainsi, avec la technique INNO-LIPA, en présence@RNAHPV-33, une co-infection avec

un HPV-52 et/ou un HPV-54 ne peut étre exclue.

Nombre de patients . . ]
HPV positits (%) Génotype HPV du tissu tumoral | Génotype HPV du tissu sain
6 (12,5) HPV-16 HPV-16
2 (4,2) HPV-332 HPV-332
1(2,1) HPV-16 et 33 HPV-16 et 33
5 (10,4) HPV-16 HPV-16 et 33
1(2,1) HPV-16 et 33 HPV-16
1(2,1) HPV-52 HPV-16
7 (14,6) HPV-16 Négatif
11 (22,9) Négatif HPV-16
1(2,1) HPV-332 Négatif
5 (10,4) Négatif HPV-332
3(6,3) HPV-16 et 33% Négatif
4 (8,3) Négatif HPV-16 et 33%
1(2,1) Négatif HPV-16 et 52
Tableau VIII : Distribution et correspondance entre les génotypes HPV dans les tissus

tumoraux et sains : 3 génotypes sont retrouvés : HPV-16, 33 et 52. ® : en présence d’un génotype
33, la présence concomitante d'un génotype 52 ou 54 ne peut étre exclue.

16 patients (33%) sont positifs dans les deux sisse papillomavirus de type 16 est
présent a la fois dans le tissu tumoral et le tssn pour 13 patients parmi ces 16, soit
81%.

Une concordance totale entre tissus tumoraux sigisains, c’est-a-dire la présence des
mémes génotypes exactement dans les deux typesds, st retrouvée chez uniquement

19% des patients.

Un nombre important de co-infections est mis exdénwte : 15 patients sont co-infectés par

au moins deux génotypes différents soit 31% desrmgatpositifs.
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La co-infection la plus fréquemment retrouvée astd-infection HPV-16 / HPV-33, un
seul patient présente une co-infection différerf®/H6 / HPV-52.

30% des tissus sains sont co-infectés contre 1¥tisks tumoraux. Cette différence de
proportions n’est pas statistiquement significatilza distribution des co-infections ne

différe pas entre tissus sains et tissus tumoraux.

81,1%
45 9%
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Figure 13 : Distribution des génotypes HPV dans les tissus tumoraux et les tissus sains.

La distribution des génotypes HPV ne differe pas significativement dans les tissus sains et les
tissus tumoraux (p = 0,32). Les pourcentages donnés correspondent au nombre de génotypes
positifs seuls ou en co-infections par rapport au nombre total de tissus positifs (n = 27 pour les
tissus tumoraux, n= 37 pour les tissus sains).

En conclusion :

- 79% des patients sont positifs en HPV au niveaiodgpharynx.

- 3 génotypes différents sont retrouvés : HPV-16, Fi3\et HPV-52. Ces 3
génotypes sont oncogenes. Aucun génotype non onequentiellement
détecté par la technique INNO-LIPA HPV® n’est retré.

- Le génotype le plus frequemment retrouve est lélpagvirus humain de
type 16 : 83% des biopsies positives.

- 31% des patients sont co-infectés avec une majdeitéo-infections HPV-
16/33.

- Plus de patients sont positifs en HPV sur tissa gaie sur tissu tumoral

(61% vs 44%).
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6 Statut HPV et sexe, age, consommation éthylo-tabapgie, stade

TNM et localisation

6.1 Patients atteints d’'un cancer de I'oropharynx

Les analyses statistiques suivantes ont été réalisé prenant en compte le statut HPV du
tissu tumoral seul, du tissu sain seul ou de l@ssion tissu tumoral — tissu sain
représentant la présence globale d’'HPV au nivedogharynx. Les données présentées
ci-dessous sont celles obtenues en cumulant lekatssHPV des tissus tumoraux et sains.
Les analyses réalisées avec les statuts HPV dasstisimoraux seuls ou sains seuls
montrent des résultats équivalents, les résultatistques sont présentés en annexes.

La fréquence des infections a HPV ne differe pgsiicativement en fonction du sexe des
patients (sex-ratio 9/1 pour population HPV+ et HPYhais cette analyse doit étre
modérée du fait que 6 femmes uniquement font pdetieette étude.
La moyenne d’age est de 57 ans pour les patienispdBitifs et HPV négatifs.
Lorsque I'on étudie la consommation tabagique daepts en fonction de leur statut
HPV :
- Tous les patients de la cohorte sont fumeurs.
- Aucune difference de statut HPV n’est observée eerés patients
tabagigues chroniques et les patients sevres (pA.0
- La consommation tabagique en paquets-année neediffas entre les
patients positifs et négatifs pour I'HPV (p = 0,Xthais une tendance non
statistiqguement significative est retrouvée : lessommations tabagiques
moyennes sont plus faibles chez les patients fopibur I'HPV (40 PA vs
52 PA).
Des résultats identiqgues sont observés pour laocomstion alcoolique : le statut HPV ne
differe pas de facon significative entre les alopes chroniques, les patients sevrés et les
non buveurs ; cependant, une tendance non stagstignt significative (p = 0,189) est
observée : la consommation d’alcool moyenne est falible chez les patients positifs pour
I'HPV (168 g vs 210 g).

Le statut HPV n’est pas associé avec le stade TEMtdmeurs, il n’est pas observé de

différences selon la taille de la tumeur ou setoprésence ou non d’adénopathies.
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Total HPV + HPV — p obtenu

(n=61) (n=48) (n=13)
Age 57 +10 57 £10 57+9 1
Range 39-76 39-76 44 - 74
Genre 0,77
Homme 55 (90%) 43 (90%) 12 (92%)
Femme 6 (10%) 5 (10%) 1 (8%)
Consommation de tabac (n = 58) 0,77
Non 0 0 0
Oui 58 (100%) 48 (100%) 13 (100%)
Paquets-année (n = 41) 41,6 39,9 51,7 0,11
Consommation d’alcool (n = 58) 0,43
Non 11 (19,0%) 7 (15,6%) 4 (30,8%)
Oui 47 (81,0%) 38 (84,4%) 9 (69,2%)
Grammesl/jour (n = 30) 173 168 210 0,19
pT (n = 60) 0,12
T1-T2 30 (50%) 21 (44,7%) 9 (69,2)
T3-T4 30 (50%) 26 (55,3%) 4 (30,8)
pN (n = 60) 0,29
NO 38 (63,3%) 28 (59,6%) 10 (76,9%)
N1 aN3 22 (36,7%) 19 (40,4%) 3 (23,1%)

Tableau IX : Caractéristiques des 61 patients inclu

Au sein des cancers de I'oropharynx, le statut Hiie\differe pas avec la localisation des

tumeurs (p = 0,82).

s dans I'étude en fonction du statut HPV.
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Figure 14 : Statut HPV et localisations des tumeurs . Le statut ne differe pas selon les
localisations : oropharynx (86% HPV+ vs 14% HPV-), base de la langue (70% vs 30%), amygdales
(86% vs 14%) et autres correspondant a vallécule, voile du palais, commissure intermaxillaire
(77% vs 23%).

6.2 Population témoin

La moyenne d’age des patients HPV+ est de 26 &81$31ans) contre 28 ans pour les
patients HPV négatifs (14-43 ans) (p = 0.69).
Le sex-ratio H/F est de 2/1 dans les deux populstio
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L'implication des papillomavirus humains dans dedacancers de l'oropharynx est
désormais bien établie [86,89]. L'infection par HEst un facteur de risque indépendant
de la consommation de tabac et d’alcool.

A notre connaissance, aucune étude ne compareéserme des papillomavirus
humains dans les tissus sains et dans les tissugdux de patients atteints de ces cancers.

Nous avons donc cherché a déterminer la fréqueaserdections a HPV dans ces
tissus chez 61 patients atteints d’'un cancer d®glwarynx dans le but d’éclaircir les

données de la littérature actuelles.

Nous retrouvons une fréquence des infections a lBNs les tissus tumoraux de
44,3%. Dans la littérature, I'étude francaise EDIMH [85] retrouve une fréquence
équivalente de 46,5% dans les tumeurs oropharyngissdistributions plus élevées sont
observées aux Etats-Unis ou dans les pays scardiié#% des tumeurs de I'oropharynx
sont positives pour 'HPV dans I'étude américaieeAthg [2], 75% dans I'étude suédoise
d’Attner [3]).

En France, les incidences des cancers oropharyiégésux facteurs de risque tabac et
alcool sont élevées par rapport aux autres payspéans et notamment aux pays
nordigues ou les incidences sont plus faibles [6d]qui peut expliquer les fréquences
inférieures retrouvées dans notre étude dans legsies tumorales puisque la part
importante de la consommation éthylo-tabagique miil'impact de I'infection HPV

dans les cancers oropharyngés.

La fréquence retrouvée dans les tissus sains d@sngsaatteints d’'un carcinome
oropharyngé est de 60,7%. Cette fréquence estisupg@ celle des infections HPV dans
les tissus tumoraux. Dans la littérature, a notnrenaissance, aucune publication n’étudie
la fréquence des infections HPV dans les tissussssitués en périphérie des tumeurs

oropharyngées.
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La différence entre les fréquences d’infectionsRA/Hlans les tissus tumoraux et sains
peut étre expliquée par I'hypothéese selon lagu@leN viral présent dans le tissu tumoral
est altéré par le processus de carcinogenése rigcuper en cas d'intégration du génome
viral au sein du genome de la cellule héte, il pmunotamment y avoir clivage au niveau
du génel1 qui est le géne amplifié avec la technique INN®A, ce qui peut se traduire
par une sous-estimation du taux d’infection daegiksus tumoraux. Ainsi, il pourrait étre
intéressant de génotyper les HPV avec une techrudpl@nt un autre géene, comme par
exemple la technique Papillocheck® (Greiner Bio Om& est une PCR dirigée contre le

géeneEl.

De plus, comme au niveau du col de l'utérus, ldeciions HPV au niveau de
I'oropharynx peuvent étre transitoires et la présete 'ADN HPV dans des tissus sains
ne doit pas étre associée systématiqguement a ohgién vers la carcinogenese.

Ainsi, la quantification de 'ADN des HPV et la temrche des transcrits E6/E7
pourraient apporter des éclaircissements notammsantla persistance du virus par
I'intermédiaire de la charge virale et sur l'adiévdu virus au sein du tissu infecté grace

aux ARNm E6/E7 qui sont le témoin d’une infectiative.

Lorsque la présence de papillomavirus est prisec@npte a la fois dans le tissu
tumoral et le tissu sain, 48 patients sur les 6lughdans I'étude sont HPV positifs soit une
fréquence de 79%. Le cumul des infections danddeg tissus montre donc une fréquence
élevée : elle est le reflet de la présence glolle papillomavirus au niveau de

I'oropharynx et non pas au niveau de la tumeurugneent.

La fréquence de l'infection a HPV dans les amygslade la population témoin
indemne de pathologie cancéreuse est de 47%. pasehts témoins HPV positifs le sont
pour le génotype 16. Dans la littérature, peu diésurecherchent la présence d’HPV dans
la population générale : en 2011, Dusd\al. retrouvent une prévalence d’infection a HPV
de 28% dans les amygdales d’'une population saire 80% d'’infections par des HR-
HPV (HPV-16, 18 et 31) [31].
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La sensibilité et la spécificité de la techniqueNIDELIPA pour la détection de 'ADN
HPV dans notre étude sont respectivement de 78 b &2,9%.

Chez les patients atteints d’'un cancer de l'oropigrla probabilité d’avoir un test
HPV positif est donc relativement élevée.

Par opposition, un test HPV négatif a une faibmigication puisque la probabilité que
la détection d’ADN HPV soit négative chez un pati@on atteint par un cancer de
I'oropharynx est seulement de 52,9%. Cette failplécHicité souléve le probleme de la
prédictivité de notre test : la probabilité d’avaoin test HPV positif chez un patient non
malade n’est pas négligeable.

En conclusion, la détection de 'ADN HPV est inggante chez les patients dont le
cancer de l'oropharynx est déja connu : I'assammtiPV - cancer de I'oropharynx est
confirmée par le calcul de I'odd ratio (OR = 4,1Bb3 détection de 'ADN HPV ne peut
étre utilisée en dépistage dans ces cancers diefét faible spécificité obtenue.

3 génotypes différents ont été retrouvés dans bade : HPV-16, 33 et 52 ; tous sont
des génotypes de haut risque et ont donc un poamoogéene.

Dans la littérature, 80 a 90% des cancers de llmomx HPV positifs en Europe sont
associés a 'HPV-16 [44,70]. Les génotypes 33 esd@f beaucoup moins fréquents : dans
I'étude EDITH VI [85], 2,7% et 3,4% des carcinonm@spharyngés HPV positifs le sont
pour les HPV 33 et 52 respectivement.

Dans notre étude, le génotype 16 est le plus fréguleest présent dans 83% des
prélevements positifs ce qui est concordant avecdlennées de la littérature. L'étude
d’Attner portant sur 71 biopsies positives en HRYauve 86% de biopsies positives pour
le type 16 et 10% positives pour le type 33 [3k uavue de la littérature de Syrjanen met
en évidence 84% d’HPV-16 sur 216 biopsies positete&d d’'HPV-33 [88].

68



Le second génotype le plus fréquemment retrouvé datre étude est le génotype 33,
il est présent dans 39% des biopsies positives$,(46%) ou en co-infection avec I'HPV-
16 (60%). Cette proportion est plus élevée queeaatrouvée classiquement ; mais de
nombreuses études recherchent uniquement le papilicus de type 16 par des PCR
spécifiques de type ou recherchent les autres ggemuniquement en cas de négativité de
la premiere PCR dirigée contre HPV-16 [2,21] ce djoiinue les pourcentages en cas de
co-infections ; la part des infections avec le ¢ggo® 33 peut ainsi étre sous-estimée.
Néanmoins, ce facteur ne peut pas expliquer urle tbfférence de distribution du
génotype 33 par rapport a la littérature, la suspicd’'une contamination avec les
amplicons lors de la réalisation des PCR peut $tridevée bien que ce risque ait été
théoriquement éliminé par ['utilisation d’'un corligdnégatif lors de la réalisation de
chaque série de manipulations ; une hybridation spécifigue des amplicons peut
également étre envisagée mais semble peu probable papillomavirus 33 est mis en
évidence par I'association de trois bandes d’hytigeth avec la technique INNO-LIPA.

Les bandelettes INNO-LIPA utilisées ne permetteas, pen cas de positivité pour
I'HPV-33, de distinguer une mono-infection a HPV-@8ne co-infection HPV-33 et 52
ou d’'une co-infection HPV-33, 52, 54. Ainsi, unaisestimation des infections par HPV-
52 ou HPV-54 ne peut étre exclue dans notre étmgkecomme une sous-estimation des

infections multiples a HPV.

Nous retrouvons un taux élevé de co-infections, 8&%patients HPV positifs sont co-
infectés, par les HPV-16 et 33 dans la majoritéass Ce taux élevé de co-infections est
peu retrouvé dans la littérature, une étude firdigelportant sur 61 patients atteints d’'un
cancer de lI'oropharynx et utilisant la méme techaitNNO-LIPA met en évidence 22%
d’infections multiples avec une prédominance ditifens 16-33 [56] ; I'étude EDITH VI
retrouve 3% d’infections multiples, la majorité désides ne retrouvent aucune co-
infection. Comme pour la fréquence d’infection alegeénotype 33, cette différence par
rapport a la littérature peut étre expliquée parfdié que peu d’études utilisent des

techniques permettant de mettre en évidence lestiahs multiples.
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Les populations présentant des carcinomes oroppésyniés a I'HPV sont
généralement plus jeunes et ont des consommatialoal et de tabac inférieures aux
populations souffrant de carcinomes oropharyngésHi®V dépendants [2,20,39].

Dans notre étude, aucune différence significatiestrobservée concernant I'age (age
moyen de 57 ans dans les deux populations) etdbgudes de consommations éthylo-
tabagigues entre les populations HPV positives BY lHégatives. Mais I'ensemble de la
population est ou a été fumeur et 81% des patsmtsou ont été alcooliques, le poids de
ces deux facteurs de risque peut ainsi expliqeedigcordances observées par rapport a la
littérature. De plus, aucune différence statistigaet significative n’est observée mais une
tendance est visible : les populations HPV posstivat une consommation de tabac et
d’alcool globalement plus faible que les populaiogatives pour 'HPV : -12PA et -42¢g
d’alcool pur en moyenne.

Ces données ne correspondent donc pas compléetémeelles retrouvées dans la
littérature selon lesquelles la population atteotgecancers oropharyngés HPV positifs est
une population non éthylo-tabagique, ce qui penat €pliqué par 'imprégnation éthylo-

tabagique forte de la population étudiée.

Le sex-ratio ne differe pas entre les populatiorstives et négatives pour I'HPV (sex-
ratio de 9/1) mais ces données doivent étre mosl&@ae uniguement six femmes font

partie de notre étude. Les données de la littératoincordent avec nos résultats [64].

Concernant I'association entre la localisation dascers et le statut HPV, plusieurs
études montrent que les cancers positifs pour I'HioYit localiseés essentiellement au
niveau des amygdales et de la base de la lang(ielJ@fs notre étude, la répartition des
cancers positifs pour I'HPV ne differe pas par @ppaux cancers HPV négatifs
concernant la localisation au sein de la spherg@hanyngée. Cette différence peut
s'expliquer par le fait que dans la littératures létudes comparent le plus souvent
amygdales et base de la langue au reste de |& cawie tandis que nous avons sélectionné
des localisations spécifiguement oropharyngéesedftudes regardent la prévalence des

infections HPV dans les différentes localisationsieveau de I'oropharynx.
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Différentes études montrent que le stade TNM demtuis varie selon I'association ou
non au papillomavirus [3,25]. Ainsi, les tumeurs\Hpositives semblent étre plus souvent
associées a la présence d’adénopathies et sendéitendiagnostiquées a des stades plus
tardifs. Nos résultats ne montrent pas de diffeesignificative entre le statut HPV et la
taille de la tumeur ou la présence d’adénopathigis mos résultats ne concernent que des
petits groupes de patients, aussi, il est diffidéeréaliser des comparaisons statistiques au

sein de ces populations.

L’ensemble de ces résultats montre que les HPVhjouiee part non négligeable dans
les cancers de I'oropharynx avec une incidenceosmstante augmentation ces derniéres
annees. Les cancers associés aux HPV sont de umgillenostic avec un taux de survie
supérieur aux cancers non induits par les HPVedhaarche des HPV dans les cancers de
'oropharynx serait donc intéressante puisque kertauteurs suggerent d’adapter le
traitement en fonction du statut HPV et notammentntettre en place des traitements
moins lourds et moins invasifs chez les patient¥ gsitifs [90].

La part importante des HPV dans les cancers degdlarynx souléve également le
probléme de la vaccination de 'ensemble de la [ation.

Enfin, le réle de la détection de ces virus eniguat clinique dans les cancers de
I'oropharynx reste a définir. Notre étude montre ¢p détection de I'ADN des HPV seule
n'est pas suffisamment prédictive puisqu’une proporimportante des tissus sains sont
HPV positifs. Des techniques complémentaires so@tessaires, notamment pour
améliorer la prédictivité : la quantification de®¥ pourrait donner une idée du risque de
persistance du virus ; le dosage des ARNm E6/E7sqnt le reflet de I'intégration du
génome viral au sein du génome cellulaire ou legesle la protéine p16 dont I'élévation
est le marqueur de I'inactivation du contrble deleycellulaire médiée par les HR-HPV
[2] pourraient également apporter des éclairciss¢sne

La quantification du génome viral des HPV-16 etiéection des ARNm E6 sont en
cours de réalisation au laboratoire de Biologiel(ale du Pr. Jean-Luc Prétet de la

Faculté de Médecine/Pharmacie de Besancon.
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Thése soutenue par Bérangere Dessaigne

Titre : Détection moléculaire des papillomavirus humaitas les tissus

sains et tumoraux des cancers de I'oropharynx.

Les Papillomavirus humains oncogenes (HPV), pradeiment I'HPV de type 16 sont
associés a certains cancers de I'oropharynx. Lguénéce exacte de cette association est
mal connue et la répartition du génome viral dasstissus sains et tumoraux chez des

patients atteints de ces cancers a rarement éti@étu

L'objectif de cette étude était de comparer la digftce de détection par PCR INNO-
LIPA® (Innogenetics) de 28 HPV dans les tissussaintumoraux de 61 patients atteints
de cancers de l'oropharynx. La présence du papiloms a été corrélée avec le sexe,
I'age, la consommation éthylo-tabagique et le stEd® de la tumeur.

Une population témoin de 17 patients (opérés powmdalite chronique) a été étudiée en
parallele.

Un HPV oncogéne a été détecté chez 79% des padittaiists de cancer : soit uniquement
dans le tissu sain (44%), soit uniguement danss$e tumoral (23%), soit dans les deux
tissus (33%). La fréquence des infections a HP\WWest plus élevée dans les tissus sains
gue dans les tissus tumoraux (61% vs 44%).

47% des patients témoins indemnes de pathologieecamse ont de 'HPV au niveau des

amygdales, uniqguement de I'HPV-16.

Concernant les patients atteints d’'un cancer :

- Les 3 génotypes oncogenes détectés sont: HPVA Gt H2 avec une
majorité d’'HPV-16 (83%). 31% des patients sont rdegtés avec une
majorité de co-infections 16-33. Aucun HPV non ay@me n’a été mis en
évidence.

- La présence ou I'absence des HPV n’est pas coradiée I'age, le sexe, le
stade TNM de la tumeur mais il existe une tendgnoa statistiguement
significative) a une détection des HPV plus frédaarez les gens avec une

faible consommation d’alcool ou de tabac
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La détection de 'ADN HPV seule ne permet pas @dicir totalement I'association HPV -
cancer de l'oropharynx. Une étude de la chargdevirlPV-16 et des ARNm oncogenes
E6/E7 dans les tissus sains et tumoraux devramgitie de mieux comprendre cette

association.
VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le 29 septembre 2011

LE DOYEN LE PRESIDENT DE LA THESE

Professeur Christophe RIBUOT Professeur MurieRCIBT
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HPV + HPV — p obtenu
(n=37) (n=24)
Age 57 £10 58+9 0,61
Range 39-75 44 - 76
Genre 0,75
Homme 33 (89,2%) 22 (91,7%)
Femme 4 (10,8%) 2 (8,3%)
Consommation de tabac (n = 58) 0,84
Non 0 0
Oui 35 (100%) 23 (100%)
Paquets-année (n = 41) 39 48 0,14
Consommation d’alcool (n = 58) 0,95
Non 7 (20%) 4 (17,4%)
Oui 28 (80%) 19 (82,6%)
Grammes/jour (n = 30) 167 186 0,42
pT (n =60) 0,29
T1-T2 16 (44,4%) 14 (58,3%)
T3-T4 20 (55,6%) 10 (41,7%)
pN (n = 60) 0,05
NO 19 (52,8%) 19 (79,2%)
N1 a N3 17 (47,2%) 5 (20,8%)

Annexe 1 : Caractéristiques des 61 patients inclus

HPV des tissus sains

dans I'étude en fonction du statut HPV

HPV + HPV — p obtenu

(n=27) (n=34)
Age 60+9 55+10 0,06
Range 47-76 39-75
Genre 0,57
Homme 25 (92,6%) 30 (88,2%)
Femme 2 (7,4%) 4 (11,8%)
Consommation de tabac (n = 58) 0,49
Non 0 0
Oui 26 (100%) 32 (100%)
Paquets-année (n = 41) 38 45 0,19
Consommation d’alcool (n = 58) 0,14
Non 3 (11,5%) 8 (25%)
Oui 23 (88,5%) 24 (75%)
Grammes/jour (n = 30) 156 189 0,13
pT (n=60) 0,80
T1-T2 14 (51,9%) 16 (48,5%)
T3-T4 13 (48,1%) 17 (51,5%)
pN (n = 60) 0,22
NO 19 (70,4%) 19 (57,6%)
N1 a N3 8 (29,6%) 14 (42,4%)

Annexe 2 : Caractéristiques des 61 patients inclus

des tissus tumoraux

dans I'étude en fonction du statut HPV
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Bérangere DESSAIGNE

Détection moléculaire des papillomavirus humains das les tissus sains et tumoraux

des cancers de I'oropharynx.

Résumé

Les Papillomavirus humains oncogenes (HPV), ppaeiment I'HPV de type 16 sont associés a certains

cancers de l'oropharynx. La fréquence exacte di @dsociation est mal connue et la répartition
génome viral dans les tissus sains et tumoraux dbeezpatients atteints de ces cancers a rareneer
étudiée. L'objectif de cette étude était de compéaefréequence de détection par PCR INNO-LIiPA
(Innogenetics) de 28 HPV dans les tissus sainurabraux de 61 patients atteints de cancers
I'oropharynx. Une population témoin de 17 patiemtté étudiée en paralléle.

La présence du papillomavirus a été corrélée Bvsexe, 'age, la consommation éthylo-tabagiqule €
stade TNM de la tumeur.
79% des patients soit 48 patients ont un HPVt:lsuguement dans le tissu sain (44%), soit unicgren
dans le tissu tumoral (23%), soit dans les dewus$ig33%). La fréquence des infections a HPV est g

plus élevée dans les tissus sains que dans les tigsoraux.
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47% des patients témoins indemnes de pathologieécause ont de I'HPV au niveau des amygdales,

uniqguement de I'HPV-16.

Concernant les patients atteints d’'un cancer : i®otypes sont détectés : HPV-16, 33 et 52 avec
majorité d’HPV-16 (83%). Tous sont oncogenes. 3¥% phtients sont co-infectés avec une majoritd
co-infections 16-33.

La présence ou I'absence des HPV n’est pas ceredéc I'age, le sexe, le stade TNM de la tumeus n

il existe une tendance (non statistiquement sicatifie) a une détection des HPV plus fréquente tdwez

gens avec une faible consommation d’alcool ou bdada
La détection de 'ADN HPV seule ne permet pas ldiécir totalement I'association HPV - cancer (
'oropharynx. Une étude de la charge virale HPVel@les ARNm oncogenes E6/E7 dans les tissus S

et tumoraux devrait permettre de mieux comprendte @ssociation.

Mots clés : Papillomavirus humain, Oropharynx, Tissus sairsimoraux, PCR.
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